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Uber den Ejinflu8 des Trinkens auf die Verdauung 
fester Substanzen. 
Von 


Franz Grébbels. 
Mit drei Kurvenzeichnungen im Text. 


(Der Redaktion zugegangen am 10, November 1913.) 


Die Erforschung der Rollen, welche feste Substanzen und 
KF liissigkeiten allein oder in gegenseitiger Beziehung zueinander 
bei der Verdauung im Magen und im Darme spielen, ist von 
weittragender Bedeutung. Im Laboratorium des Physiologen 
als Erscheinung des Lebens studiert und zahlenmibig fest- 
gestellt, gewinnen die Resultate dieser Erforschung im Hinblick 
auf die Diatetik Raum im taglichen Leben und in den Hianden 
des Klinikers. 

Durch die Ausheberung des Magens in bestimmten Zeit- 
intervallen nach der Nahrungsaufnahme gewinnt man unge- 
fihr einen Einblick in den Verdauungschemismus und die Ver- 
weildauer fester und fliissiger Substanzen im Magen. Die Rontgen- 
untersuchung gibt tiber Fliissigkeiten, den zeitlichen Verlauf 
und die quantitative Abstufung ihrer Veranderungen im Magen 
und im oberen Darmtraktus sehr wenig Anhaltspunkte. Damit 
bleiben auch die beziehungen zwischen festen Stoffen und 
Fliissigkeiten bei der Magenverdauung in Dunkel gehiillt. Hier 
tritt das Experiment des Physiologen, die experimentelle Bio- 
logie als Ergiinzung in ihre Rechte. 

Es hat auf Seiten der Kliniker nicht an Stimmen gefehlt, 
welche die experimentell-physiologische Methode, weil nur an 
reinen Fleischfressern ausgebildet, fiir die menschliche Phy- 
siologie verwarfen. Seitdem aber Cohnheim und Dreyfus’) 
nachweisen konnten, dal} die Verdauung fiir ein Probefriihstiick 
beim Hunde wie beim Menschen sowohl in bezug auf die Zeit 
des Verdauungsaktes wie auch in bezug auf Gesamtaciditat 
und freie Salzsiure gut iibereinstimmen, ist dieser Kinwand 
zum mindesten fiir Brot und Fliissigkeiten hinfiillig. 


*) O. Cohnheim und G. Dreyfus, Miinchener Med. Wochenscehr., 
Nr. 48 (1908); Diese Zeitschrift, Bd. 58, S. 50 (1908). 
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Franz Grébbels, 


Meine Untersuchungen sind an Hunden mit Duodenal- 
Dauerfisteln ausgefiihrt worden.!) Die Hunde tiberstehen solche 
Operationen sehr gut und bleiben fiir lange Zeit bei vollstem 
Wohlbefinden. Die Kaniile wird direkt gegeniiber dem unteren 
Pankreasgang angelegt. Umdienormalen Verhiltnisse, wie sie bei 
unerOffnetem Magendarmtraktus vorliegen, mdglichst nachzu- 
ahmen, versieht Cohnheim seine Kaniilen mit einer Einspritzvor- 
richtung, Réhrehen mit Gummischlauch, der in die unteren 
Diinndarmabschnitte abfiihrt, und erhilt so im Versuche die iiber- 
ans wichtigen Reflexe des Diinndarms auf den Magen. Es ist 
natiirlich im Verlaufe eines Versuches von grofber Wichtigkeit, 
wenn man sich sicher davon iiberzeugen kann, wann der Magen 
leer und damit der Versuch zu Ende ist. Das Erscheinen von 
alkalischem Schleim und Speichel ist dafiir nicht immer ein 
sicheres Kennzeichen. Es kann z. B. Brot, das gegeben wurde, 
noch zum geringen Teil im Magen liegen und doch das Heraus- 
fallen von Speichel aus der Duodenalkaniile ein Ende der Magen- 
verdauung vortiuschen. Cohnheim hat deshalb, um ganz 
sicher zu gehen, seinen Tieren zugleich eine Magenfistel an- 
gelegt. Er fand in einigen Fiillen bei solchen Hunden die 
Magenverdauung entschieden verlangsamt. Ich konnte bei einem 
Hunde, welcher in dieser Weise operiert war, keinerlei St6rungen 
der normalen Magenmotilitét feststellen. Die Anlegung von zwei 
isteln, eine im Duodenum, eine im Fundus, hat also wohl 
nur den einen Nachteil, daf ein Hund mit Duodenalfistel nach 
8 Tagen versuchsfihig ist, bei Hunden mit zwei Fisteln aber 
dauert der Prozefii der Heilung 4 Wochen linger. 

Der Versuch mit Fistelhunden ist mehrfach beschrieben 
worden,?) er gestaltet sich im Prinzip wie folgt: Der Hund 
steht in Hosen befestigt auf dem Tisch, die Einspritzvorrich- 
tung der offenen Duodenalkaniile ist mit einer graduierten 


'‘) O. Cohnheim, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden, 
Bd. 6, S. 569. 

2) O. Cohnheim, Zeitschr. f. biolog. Technik u. Methodik, Bd. 1 
(1909), und Handb. f. d. biochem. Arbeitsmethoden (1912), S. 564 ff. — 
L. Klocmann, Diese Zeitschrift, Bd. 80, S. 17 (1912). — E. Thomsen, 
ebenda, Bd. 84, S. 426 (1913). 
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Biirette verbunden, in der die Fliissigkeit, die aus der Kaniile 
kommt, gemessen wird und aus der sie einliiuft. Es ist von 
Vorteil, der Fliissigkeit, die in die unteren Darmabschnitte ein- 
laufen soll, etwas Eosin oder Indigkarmin beizufiigen. Es kann 
dann ein etwaiger Riicklauf leicht konstatiert und friihzeitig 
behoben werden. Die Magenkaniile bleibt bis zum Schlub des 
Versuches geschlossen. Nachdem nun der Hund gefressen 
bezw. gesoffen hat, wird alles, was sich aus der Duodenal- 
kantile ergieft, durch ein Drahtnetz filtriert oder gerieben, das 
Feste gesammelt und beiseite gestellt, das Fliissige sofort durch 
Biirette und Einspritzvorrichtung in die unteren Darmabschnitte 
weiter geschickt. Dadurch, da alles Fliissige sofort weiter ge- 
gossen wird, ist der Verlauf einer Verdauung sehr gut nach- 
geahmt. Man hat urspriinglich die Sekrete, so wie es jetzt 
mit dem Festen noch geschieht, gesammelt und gewogen, ohne 
sie dem Organismus wieder einzuverleiben. Es trat dann 
schlieBlich eine Verarmung an Verdauungssaften auf, welche die 
Versuche unbrauchbar machte. Es ging dem Organismus Wasser 
verloren. Dieselbe Erscheinung, wie ihn das Schwitzen her- 
vorbringt, das, wie ich unten zeigen werde, diesen Effekt 
auf die Sekretmengen ausiibt. Au®erdem fallen ohne die Ein- 
spritzung ja die Einwirkungen vom Darm auf den Magen weg. 
Wenn der Versuch zu Ende ist, wird die Magenkaniile aufge- 
schraubt und festgestellt, ob der Magen leer ist, dann wird 
das Feste gewogen und die Gesamtfliissigkeitsmenge berechnet. 
Wurde neben dem Festen Fliissigkeit verabreicht, so erhalt 
man die Sekretmenge, indem man von Gesamtfliissigkeits- 
menge -+- Festem die Menge der verabreichten Nahrung ab- 
zieht. Mit dieser Methode sind vielfache und _ interessante 
Resultate zutage gefordert worden. Man hat vor allem einen 
klaren Einblick in den normalen Mechanismus und Chemismus 
der Verdauung geschaffen. Ich will diese Daten folgen lassen, 
da sie das Fundament fiir das Verstiéndnis eines jeden Ver- 
dauungsversuches bilden. Wéahrend der Fundus sich im Zu- 
stande einer tonischen Kontraktion befindet, laufen tiber den 
unteren Teil des Magens peristaltische Wellen ab, deren jede 
den Pylorus 6ffnet. Hervorgerufen werden sie erstens: durch 
1* 
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4 Franz Groébbels, 


Dehnung, also bei Fiillung des Magens; sie sind um so starker, 
je mehr der Magen gefiillt ist. Sie werden seltener, je mehr 
sich der Magen entleert. Zweitens: durch den Wohlgeschmack, 
die psychische Motilitét. Sie kommt dadurch zustande, dal 
die Speisen mit Appetit genommen werden, also einen gewissen 
Wohlgeschmack besitzen miissen. Ob die Salzsiure einen 
direkten Einflu8 auf die Magenperistaltik hat, ist ungewif. Der 
Pylorus wiirde sich, dem Gesagten nach, bei der Verdauung 
fortwahrend rhythmisch 6ffnen, sténde diesem FEréffnungs- 
mechanismus nicht ein SchlieBungsmechanismus gegeniiber, der 
von Hirsch, von v. Mering und Moritz zuerst heschriebene 
Pylorusreflex. Dieser Reflex kann zweierlei Ursachen haben: 
1. Ruft ihn die Salzsaure des Magens hervor, wenn sie nach 
Verlassen des Antrum pylori die Schleimhaut des Diinndarms 
beriihrt. Die auf ihren Reiz hin ergossenen Verdauungssiifte, 
Pankreassaft und Galle, heben durch Neutralisation der Saure 
deren chemisch reflektorische Wirkung auf. 2. Rufen grobe 
Stiicke fester Nahrung wie Brot und Fleisch, wenn sie im 
Antrum liegen, einen Schlu8 des Pylorus hervor. 

Die Sekretion der Verdauungssifte kommt folgender- 
mafien zustande: 

Den Hauptreiz fiir das Pankreassekret bildet bei fett- 
freier Nahrung die Salzsiure des Magens, die in geringerem 
Mafe auch Galle flieBen lat. Die Gallensekretion wird haupt- 
sichlich durch Pepton bezw. Albumosen hervorgerufen. Von 
nicht geringer Wichtigkeit ist auch die Feststellung Cohn- 
heims,') daB auf den Frefreiz hin, also psychisch, schon 
Pankreassaft und Galle sezerniert werden. Was die Mengen 
der Sekrete anlangt, so fand man, da auf gleiche Mengen 
Magensaft gleiche Mengen Pankreassaft und Galle fliefen.?) 
All diese Vorgange sind fiir verschiedene Nahrungsmittel ge- 
priift und zu charakteristischen Bildern vereinigt worden. Sie 
werden bei den einzelnen Versuchsreihen besprochen werden. 
Mir kam es in den folgenden Versuchen hauptsiichlich darauf 


') O. Cohnheim uud Ph. Klee, Diese Zeitschrift, Bd. 78, S. 464 
(1912). ) 
*) Ebenda. 
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an, festzustellen, ob trockene Nahrung und Fliissigkeiten , 
allein, nacheinander oder gemischt gegeben, Unter- 
schiede im VerdauungsprozeB erkennen lassen. Es wird 
hier vor allem die Frage nach dem Durchlaufen von Flissig- 
keiten beriihrt. Indem ich meine Versuchsreihen weiterhin auf 
Bier und Kaffee ausdehnte, schnitt ich ein Gebiet an, das noch 
weitgehenden Studiums bedarf, aber auch am Hundeversuch, wie 
sich jetzt schon erkennen lat, interessante Tatsachen verspricht. 

Zu meinen Versuchen standen mir 8 Hunde zur Ver- 
fiigung. Davon hatten Hund B (Pascha) und H (Boxer) eine 
im Diinndarm und im unteren Ileum, die Hunde A (Pascha), 
Diinndarm- und eine Magenfistel, Hund F (Wastl) eine Fistel, 
B (Nero), D (Flora), E (Kathe), G (Iwan) nur eine Diinndarm- 
fistel. Bei Hund C (Nero) war auferdem in der von Cohn- 
heim und Klee’) seinerzeit beschriebenen Weise die Galle in 
einen tieferen Abschnitt des Diinndarms abgeleitet. 


Versuchsreihe 1. 
Tabelle I (40 g Brot). 











| | Cicnsit:. |. Gieate Gesamt- | Gesamtdauer 
Hund | Festes lace; kei fliissigkeit | des Versuchs 
| Rong) ME nak OD Min. in Minuten 
A | 108 | 239 307 120 = 50% | 150 
B | 102 59 121 | 14=25% | 200 
( | 60 | 188 208 | 25=13,5% 180 
C | _ | : oe ' 
durstig 4 170 175 | 91 = 53,5% 160 
estbagorc| % | 142 | 157 |61=48% | 110 
E 56 | «121 137. | 38 =27,5%| 180 
E oh aa 
F 40 | 252 252 |109 = 43°/o | 200 
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6 Franz Groébbels, 


Um ein Urteil iiber die Beziehungen fester und fliissiger 
Substanzen bei der Verdauung zu gewinnen, war es vorerst 
notwendig, diese Substanzen auf ihre Verdauung hin einzeln 
zu priifen. Nur so konnte dann festgestellt werden, inwieweit 


ein EinfluB einer einzelnen Substanz in einem Kombinations- 
170. 
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versuch im Sinne nacheinander oder zusammen vorhanden 
war, in welchem Mafe ferner ein neues Moment bei der Kom- 
bination der Substanzen hinzukam, welches aus einer blofen 
Summierung der Wirkungsweise von fester Substanz und Fliissig- 
keit sich nicht erklarte. Zu Trockenversuchen mufte ein 
Nahrungsmittel genommen werden, dessen Verdauung tber- 
sichtlich war und vor allem nicht zu lange dauerte. Hier hat 
denn Brot vor Fleisch entschieden den Vorzug. Auch ist innige 
Durchmischung der trocknen Substanz mit Fliissigkeit, wie wir 
sie bei Versuchsreihe 4 brauchen, nur bei Brot méglich. Brot- 
versuche sind schon friiher gemacht worden. Cohnheim’) 
fand, daB auf Brot viel Pankreassaft und bedeutende Mengen Galle 
ergossen werden. Untersuchungen von Cohnheim und Klee?) 
ergaben ferner, daf die Annahme doppelt so viel Brot, doppelt so 
viel Sekret fiir Brot ebenso wie fiir Fleisch berechtigt ist. Ver- 
abreicht wurden 40 g Brot, d. h. also nicht ganz eine Semmel. 


!) 0. Cohnheim, Minch. med. Wochenschr., Nr. 52 (1907). 
*i.¢ 
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Einfluf§ des Trinkens auf die Verdauung fester Substanzen. 


Versuch E [1 im Protokoll. 
0 Min. 40 g Brot 


2 » etwas Galle -+- Pankreassaft 
4 >» t ccm Flissigkeit 

7 > 3 » > 

10» 2 

11 > 1 » » 

is >» 2 » > 

17 > etwas Brot 

20 » 3 ccm nur Galle -+- Pankreassaft 
24 » 1 » > > 

32 > 1 » viel Brot 

37> 2 » Galle 

44» 7 > 

49» 4 » Flissigkeit 

51 >» 2 » 

54» 1 » 

59 > 5 

62 » ? 

73° > 8 

78 > 8 


102 > 10 » 


112 » 6 » 
117 >» 6 >» 
120 » 5 » 
130 >» 4» 
137» 7» 


150 >» 14 » 
180 » 12 » Speichel und Schleim 
121 ccm ausgeschieden und eingespritzt 
56 g zuriickgewogen 
177 g 
— 40 » Brot 


( 127 g Sekretmenge. 
An einem Normalversuch kénnen wir unterscheiden: 
1. Die Phase der psychischen Galien- und Pankreassaft- 
sekretion. 
2. Die Phase starker Magensaftschitisse, welche die ersten 
schlechtverdauten Brotbréckel mit sich reiBen, von Gallen- und 
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Pankreassaftsekretion unterbrochen. Die ersten Brotbréckel er- 
scheinen zwischen 10 Minuten Minimum und 30 Minuten Maxi- 
mum Versuchszeit. Nur bei Hund B etwas spiiter um 50 Minuten. 

3. Die Phase der Brotbreiausscheidung. Der Brotbrei ist 
noch fliissig, dann dicker, erscheint gegen die Mitte des Ver- 
suches, oft schon friiher. In diese Phase fallen vor allem 
auch starke Schiisse Pankreassaft und Galle, die sich auf den 
chemischen Reiz des sauren Breies und den bis dahin ange- 
sammelten Magensaft hin jetzt reichlicher ergieBen. So _ be- 
kommt auch fast jede Kurve einen Anstieg gegen das Ende zu. 

4. Die SchluBphase, alkalischer Schleim und Speichel, 
mit dem letzten Brot vermischt. 

Die hier wiedergegebene LEinteilung des Versuchs in 
verschiedene Phasen gilt im Prinzip auch fir die iibrigen 
Versuchsreihen. Auf eventuelle Modifikationen werde ich an 
betreffender Stelle eingehen. Nehmen wir nun Tabelle I zur 
Hand. Wir sehen, dafi ein Normalversuch mit Brot ziemlich 
lange dauert. Brot bewirkt als feste Substanz Pylorusschluf. 
Die Dauer der Versuche schwankt nach unserer Tabelle zwischen 
140 und 210 Minuten. Wie wir sehen, eine erheblich lingere 
Zeit, als andere Versuche zu ihrem Ablauf brauchen. Einen 
guten Anhaltspunkt fiir diese Tatsache gibt uns auch die 
Fliissigkeitsmenge, welche nach einer Stunde herausgelaufen 
ist, in Prozenten auf die Gesamtfliissigkeit berechnet. Hier 
finden wir im Normalversuch Prozentzahlen, die durchweg 
unter 50°/o liegen, meist zwischen 20 und 30°/o. Wenn wir 
uns nach diesen Beobachtungen noch vergegenwartigen, wie grob 
die auf Brot hin ergossenen Sekretmengen sind und wie lange 
ein einzelner Versuch dauert, so ist damit ein neuer Beleg 
fiir die oben erwa&hnte Tatsache geschaffen, dai die Entleerung 
langsam erfolgt und die Sekretion langsam ansteigt. Anders 
liegen die Verhialtnisse beim durstigen Versuchstiere. Durst 
rief ich bei den Hunden dadurch hervor, da® ich sie einige 
Stunden in einen heiSen Raum von 30° C. setzte, wobei sie 
durch die hachelnde Atmung Wasser verlieren. Cohnheim 
und Best!) fanden, daf Fliissigkeiten beim durstigen Tier 


1) F. Best und O. Cohnheim, Diese Zeitschr., Bd. 69, S. 117 (1910). 
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schneller herausliefen als beim nicht durstigen. Der Versuch, 
der nach 60 Minuten einen Wert iiber 50°/o ergibt, scheint 
fiir eine Beschleunigung des zeitlichen Ablaufs bei nur wenig 
verminderter Sekretmenge zu sprechen. Wir finden eine Ver- 
kiirzung des Versuches unter 2 Stunden und eine Herabsetzung 
der Sekretmengen, wohl damit erklarbar, dafB den Hunden durch 
Schwitzen Wasser verloren geht, das den Verdauungssiften 


zugute gekommen wire. 


Versuchsreihe 2. 
(Siehe Figur 1). 


Tabelle II (180 com Wasser -+ 20 ccm Milch). 























| ceeiais | Sie, Gesamt- | Gesamtdauer 
Hund ow | fliissigkeit | des Versuchs 
| fliissigkeit | meng nach 60 Min. | in Minuten 
A | 983 || 88 283 = 100%o | 60 
B | 234 | 34 221 = 94% | 80 
B | 188 | — 178 = 90°/o | 70 
C | 420 | 220 362 = 86°%o | 80 
C | 369 «=| ~~ (169 935 == 63% | 110 
C | 2% | 2% | 127 = 56% | 110 
D 428 | 228 | 380 = 90% | 100 
E | 968 «68 256 = 95% 90 
F | 430 | 9230 328 = 76°%o 190 








Tabelle III (180 ccm Bier dunkel +- 20 ccm Milch). 


A | 38 | 184 266 = 70% | 150 
C | 341 | 144 168 = 50% | 160 
D | 356 | 156 242 = 70% | 140 


Tabelle IV (180 ccm Bier hell -++ 40 ccm Milch). 
A (233 ccm Mich)| 408 | 183 274 = 67% | 140 
| A 459 | (239 291 = 63% | 160 
C 375 | 155 172 = 46% | 140 
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In dieser Versuchsreihe wurden Fliissigkeiten allein ge- 
prift. Betrachten wir zuerst die Versuche mit 180 Wasser 
und 20 Milch. 


Versuch E II 1 im Protokoll. 


OQ Min. = gesoffen. 

05 » — erster Schuf Milch -+- Magensaft. 
35 ccm 
29. » Galle + Pankreassaft. 


Schleim 


- 
é 
5 
4 


bo 


» Schleim und Speichel 


268 ccm ausgeschieden und eingespritzt 
— 200 » aufgenommen. 


68 g¢ Sekret. 

Der Normalversuch mit Wasser ist zum Normalversuch 
mit Brot das direkte Gegenstiick. Dem jaihen Abfall der Kurven 
entsprechen auch die Werte der Tabelle. Die Versuchsdauer 
erreicht nur einmal 2 Stunden, liegt oft nur wenig iiber eine 
Stunde hinaus. Die Prozentzahlen nach 60 Minuten iiberschreiten 
50°/o in fast allen Fiillen sehr erheblich. Die Sekretmengen 
erreichen im allgemeinen nicht die Werte der Tabelle I und 
schwanken erheblich. Es hingt wohl damit zusammen, dab 
die aus dem Magen sich ergiefende Fliissigkeitswelle je nach 
der Zeit ihres Erscheinens bald mehr bald weniger Magensaft 
mit sich rei®t, der ja den wirksamen Reiz fiir Pankreassaft 
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und Galle abgibt. Wenn z. B. die eingegebene Fliissigkeit 
bereits in groBen Mengen den Magen verlassen hat, bevor sich 
auf ihren Reiz hin geniigend Magensaft bildete, werden die 
Sekretmengen besonders niedrig sein. Andere Resultate als 
Wasser liefert das Bier. 

Das Bier verweilt linger im Magen als das Wasser. Ob 
es sich hier um Giftwirkung, um eine leichte Narkose der 
Magenmuskulatur durch Alkohol handelt, oder um eine Wirkung 
der Extraktivstoffe, eventuell auch der Saéure, ]a8t sich nicht 
entscheiden. Die Prozentwerte, welche das Bier nach 60 Min. 
ergibt, stehen ungefaihr zwischen denen von Brot und von 
Wasser. Es hat den Anschein, wenigstens bei Hund A, als ob 
Bier die Sekretmengen steigerte. Die tibrigen Versuchswerte 
sprechen nicht fiir und nicht gegen eine solche Annahme. 


Versuchsreihe 3. 


Tabelle V (40g Brot, dann 180 ccm Wasser -+- 20 cem Milch). 








| Gonauat- | Sekret- Gesamtfliissigkeil ‘Gesamtdauet 
Hund | Festes'| | nach | nach des Versuchs 


| ; 
ies a 30 Min. | 60 Min. | in Minuten 

















A | 41 | 523 | 324 |307 = 59%o/3879 = 72% | 150 
A | 91 | 716 | 567 |325 = 45%o/501 = 70%| 120 
A | 86 | 702 | 548 [295 = 40%|451 = 64% 150 
A | 110 | 443 | 313 |242 = 54/278 = 62%) 100 
B | 75 | 293 | 198 |150 = 50%|194 — 69 9/0 | 190 
B | 103 | 460 | 323 |204 = 44%0/256 = 55%! 150 
c | 85 | 329 | 174 [237 = 70% |284 = 86% | 80 
Cc | 135 418 | 313 | 307 = 73%o|346 = 85%! 140 
C | 140 | 303 | 203 194 = 640/235 = 77%| 90 
C | 50 | 451 | 261 |243 = 54%/310 — 70%; 170 
C | 55 | 404 | 219 [182 = 450/250 — 60%) 160 
C: 5D 527 | 342 | 202 = 38%o/292 = 55%) 160 
D | 94 | 529 | 383 /281 = 53%o/334 = 63% | 150 
D | 56 | 463 | 279 |251 = 54%/279 = 60%| 190 
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Tabelle VI (40 g Brot, dann 180 ccm Bier -+- 20 ccm Milch). 












| 
| ee ee Gesamt- Gesamtdauer 


Hund | Festes Lia k | | fliissigkeit | des Versuchs 
| Mussigkelt, menge nach 60 Min.| in Minuten 




















A 619 | 468 «= 359 = 58% | —-210 
B | 124 504 | 388 328 = 65%! 170 











| 
wise 88 | 646 ! 263 337 = 52% a 190 
(4°15 » mie | 


Tabelle VII (40g Brot, dann 172 ccm Wasser -|- 40 cem Milch 
-+- 8 ecm Alkohol 96°/oig). 
















A 80 | 697 | 517 |378 = ved 200 

B | 88 | 624 ! 452 | 396 = 63°%o 190 

| D | 100 | 468 308 | 299 = 64% 160 
Tabelle VIII (40g Brot, dann 200 cem Kaffee -+- 300 ccm Milch). 

| A | 103 | 399 | = 232 (281 = 70°%o | | 220 

C | 96 | 452 | 288 269 == 60°%o | 180 

| 429 73%o! 160 
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In dieser Versuchsreihe gab ich Hunden zunichst 40 g 
trockenes Brot zu fressen, 5 Minuten spiter eine bestimmte 
Menge Fliissigkeit zu saufen. Es handelte sich hier haupt- 
siichlich um die Frage, ob die Anschauung, daB Fliissigkeiten 
durch den vollen Magen laufen, richtig ist. Fiir die Theorie 
einer sogenannten Magenrinne, in welcher Fliissigkeiten bei 
vollem Magen weiter laufen sollen, haben seinerzeit Waldeyer’) 
und Kauffmann?) eine anatomische Grundlage gefunden. Sie 
konnten langs der kleinen Kurvatur eine solche Rinnenbildung 
nachweisen. Ernst*) hat vom Standpunkte des Pathologen 
aus fiir dieselbe Annahme wertvolle Anhaltspunkte geliefert; 
Cohnheim®*) gelang es, am Versuchshunde ein solches Weiter- 
laufen direkt zu beobachten. Seine Beobachtungen sind von 
Scheunert*) bestritten worden. Zur Klarlegung der Ver- 
hiltnisse untersuchte ich Hund H, der zwei Kaniilen hatte, 
eine im Fundus, eine im Duodenum. Die Fliissigkeit, welche 
er zu saufen bekam, war mit Indigkarmin stark blau gefirbt. 
Das Tier bekam zuerst zu fressen, dann in kurzen Abstainden 
zu saufen, wobei die Fliissigkeitsmengen, welche aus den beiden 
offenen Kaniilen liefen, getrennt gesammelt wurden. Es ergab 
sich folgendes : 

0 Min. 270 g Brot gefressen. 

338 » 20 cem zehnfach verdiinnter Milch mit Indigkarmin blau gefarbt. 
Aus der Duodenalkaniile kommt wenig, aus der Fundus- 
kaniile nichts. 

3D > 65 » gesoffen. 

Aus der Duodenalkaniile kommt deutlich blaue Fliissig- 
keit, aus der Funduskaniile nichts. 

36.» 150 »  gesoffen. 

37 » — » Blaue Fliissigkeit schufweise aus der Duodenalkanile, 
tropfenweise aus der Funduskaniile 10 ccm. 

41 » 250 »  gesoffen. 

42» — » AusderDuodenalkaniile viel, aus der Funduskaniile70ccm. 

Die Versuche wurden mit entsprechendem Kesultat noch 
zweimal wiederholt. Nach diesen Versuchen scheint also bei 


1) W. Waldeyer, Berliner Akademie, 1908. 

*) R. Kauffmann, Zeitschr. f. Heilk., 1907, Juliheft. 

3) O. Cohnheim, Miinch. med. Wochenschr., Nr. 52. 

*) A. Scheunert, Arch. f. d. ges. Physiologie, Bd. 144, 1907. 
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kleinen Mengen alles oder doch der grofte Teil der eingegebenen 
Fliissigkeit durch die Magenstrafe zu laufen, nur bei groéBeren 
Fliissigkeitsmengen liuft die Fliissigkeit, wie Scheunert an- 
nimmt, an den Magenwianden entlang. Bei leerem Magen lauft 
die Fliissigkeit vollstandig zur Funduskaniile heraus. 


Versuch V 2 im Protokoll. 


0 Min. gefressen, nach 5 Min. gesoffen|Ubertr. 377 cem 
1 » 19 ecm, sofort Brot 39 Min. 17 » 
> 20 » Galle-++Pankreassaft >» 12 » 
» 4 >» Fliissigkeit | >» 12 » 
> 49 >» 13 


Galle 


| 
| 
| 
| 








—_—_ = 
m 2 8) 


13 
15 >» 


39 » Schleim und Speichel 


-: 


mw MW wo ww to 
Co bo 


~J 


716 ccm ausgesch. u. eingespr. 


bo 
oe 


91 g zurickgewogen 


807 ccm 
— 240 g aufgenommen 


So - Ww © 


567 g Sekret. 
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Versuch C V 5 im Protokoll. 
0 Min. gefressen nach 5 Min. gesoffen|Ubertr. 224 ccm 


2 » 6 ccm Milch und Wasser | 53 Min. 10 >» 

3 » 10 » Magensaft |}56 >» @Q9 » 

3 » 27 » > | 59 >» 8 >» 

6 » 15 » » } 62 » 9 >» 

7 >» 7 » > 167 » 7 » 

8 » 19 » . | 73 > 6 > 

9 » 13 » . | 81 >» 8 » 

10 » 20 » > |83 >» 4 » 

11 » 13 » > | 88 > 9 » Brotbrei 

12 » 15 » > 94 » 10 » 

13. » 13 » Milch | 96 >» 12 » 

6 >» 3 » > 100 >» 9 » 

18 >» 4 » > bee >» 8 » 

20 » 3 » etwas Brot 107 >» 10 » 

22 >» 4 » 108 » 6 » 

24 >» 4 » 117 » 10 » 

25 » 3 » 128 » 12 » 

26 >» 3 » 143 >» 17 » 

31 >» 7 » 160 » 17 » Schleim u. Speichel 

- : 4 ° | 404 ccm ausgeschieden und 

49 . - x | eingespritzt 

as 10 , | 55 g zuriickgewogen 

47 >» + » | 459 ccm 

49 » 6 >» | — 240 g aufgenommen 
224 ccm | 219 g Sekret. 


Betrachten wir uns die Versuche, welche mit Wasser 
als Durchlaufsfliissigkeit gemacht wurden, etwas niiher. Aus 
Tabelle V ersehen wir folgendes: Die Versuche tiberschritten 
in den meisten Fiillen 2 Stunden, dauerten aber im allgemeinen 
nicht so lange wie die Brotversuche. Nach 1 Stunde waren 
mehr als 50°/o ausgelaufen, die meisten Werte fallen zwischen 
60 und 70°/o. Damit stimmen auch die Kurven iiberein, deren 
steiler Anstieg und Abfall an die Versuche mit Fliissigkeiten 
allein erinnert. Der Verlauf der Kurven erklart sich folgender- 
mafien: der Magensaft, welicher sich auf den Brotreiz hin be- 
reits angesammelt hat, wird bei nachfolgender Getrankeauf- 
nahme durch die Fliissigkeitswelle sofort in den Diinndarm 
getrieben, wo er fiir Pankreassaft und Galle als treibende Kraft 
wirkt. Wenn der grdfte Teil der Fliissigkeit den Magen ver- 
lassen hat, was sehr bald schon der Fall ist, braucht es erst 
wieder einige Zeit, bis sich auf das noch im Magen liegende 
Brot hin neue Salzsiiure ergossen hat. Mit der Austreibung 
des neu durchsduerten Brotbreies tritt dann am Schlufi des 
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Versuches wieder ein FliefBen von Darmsekreten auf, in den 
Kurven durch eine steile Endzacke gut gekennzeichnet. Was 
die Sekretmengen anlangt, ware zu entscheiden, ob es sich 
hier vielleicht lediglich um eine Summation der Sekretmengen 
auf Brot und auf Wasser handelt. Eine solche Entscheidung 
lift sich aber, wie der Vergleich der Tabellen zeigt, wohl kaum 
treffen. Dafiir sind die Sekretmengen allzu groBen Schwankungen 
beim Einzeltier ausgesetzt. 

Gehen wir zu den Versuchen mit Bier und mit 3,6°/oigem 
Alkohol tiber. Das einzige Verschiedene, was wir hier im Ver- 
gleich mit den Wasserversuchen feststellen kénnen, ist vielleicht 
eine lingere Versuchsdauer und eine geringere Prozentzahl der 
Gesamtfliissigkeitsmenge nach 1 Stunde. Dafiir spriche dann auch 
die geringere Steilheit der Anfangszacken in den diesbeziiglichen 
Kurven. Von einer Vermehrung der Sekretmengen gegentiber 
Wasser kann nicht die Rede sein. Uber eine eventuelle Sum- 
mation ergibt sich dasselbe wie oben. Die Kaffeeversuche zeigen, 
was die Prozentzahlen nach 1 Stunde angeht, wieder mehr den 
Typus von 40 Brot, dann Wasser. Die Versuchsdauer scheint 
auch hier verlangert, die Sekretmengen sind nicht verandert. 


Versuchsreihe IV. 
Tabelle IX (40 g Brot in 180 ccm Wasser -+- 20 ccm Milch). 



































| a ito Gesamtflissigkeit Gesamtdauer 
Hund |Festes; ~ nach | nach des Versuchs 

| {flissigkert menge) 30 Min. | 60 Min. in Minuten 

A 108 | 437 305 | 219 = 50 %o| 315 = 70 %o 170 

A 39 | 485 | 284 | 153 = 31 Jo 304 = 62% 150 

A 62 | 399 | 291 1171 = 45 %| 234 = 60% 190 

A | 50 | 482 | 292 | 182 — 39%| 29% = 60%| 210 

A 30 | 615 | 405 |174 = 28% 286 = 46 %Jo 170 

B 85 | 382 177 | 187 = 56 %Jo| 221 = 70% 170 

* 85 | 303 148 | 205 = 68%o\ 216 = 70°%o| 230 

C 75 | 441 276 | 237 = 50% 339 = 70% 140 

C | 75 | 630 465 | 231 = 37 %o| 397 = 63 %Jo 190 

Cc ! 60] 417 237 |157 = 37% 252 = 60% 160 

C | 89 | 674 523 | 247 = 36%) 405 = 60% 170 

C | 111 | 236 107 | 126 = 50°Jo|150 = 60% 180 

C | 52 | B54 =| 166 | 120 = 34%.) 154 = 44% 240 

C 5 | 


684 | 499 |184 = 270/286 = 40% 200 
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Tabelle X (40 g Brot in 180 ccm Bier -~- 20 ccm Milch). 
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| | eee | we Gesamt- Gesamtdauer 
Hund | Festes |, . fliissigkeit | des Versuchs 
| iieeeiel menge ‘nach 60 Min.| in Minuten 
| | 
As 140, | 499 || 399 [346 = 70%) 180 
B ' 120 | 489 | 369 {270 = 57%! 150 
rT.) Were TT) 
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Cohnheim und Dreyfus') fanden, dafi ein Hund auf 
ein Probefriihstiick hin, bestehend aus 50 g Brot und 400 g 
Wasser, 145—165 g Magensaft -|- 250 g Pankreassaft +- Galle 
ausscheidet. Nach 2—3 Minuten trat die erste Absonderung 
von Pankreassaft -- Galle auf, etwas spiter Entleerung der 
ersten noch schwach sauren Magenschiisse. Die ersten Brot- 
brockel erschienen nach 35—40 Min. Ich gab in meinen Versuchen 
180 Wasser -+- 20 Milch, in die 40 g Brot eingebrockt waren, 


Versuch A IX 3. 





() Min. gesoffen Ubertr. 80 com 
5 » erster Schuf 22 ccm 17 » 6 » Magensaftschuh 
10 » 18 cem 18 » 8 » > 
11 >» 10 >» 19 » 10 » Galle 
14 +» 12 » etwas Brot 20 » 16 » . 
15 >» 10 » Galle 24 » 24 » 
16: 8 >» » | 25 > — » 
80 ccm | 144 ccm 
SL. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXIX. 2 
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Ubertr. 144 cem Ubertr.303 ccm 

26 Min. 10 » 123Min. 5 » 

28 » 10 » 127 » 7 » 

30 » 7 » Galle und Brotbréckel|129 >» 6 » 

36 > 5 » 132 > » » 

>» 6 >» 137 > 6 » 

(2 > 4 > 142 > 4 > 

4p >» D9 » 145 » db » 

a .s« Fs 149 > 6 » 

55 >» 7 » 152 >» 2 » 

57 >» 8 » 160 » 5 » 

59 > 8 >» 163 » g » 

60 » — » Galle 170 >» 3 » 

65 » 9 » 172 » 3 » 

70 >» 11 » 1177 > 4 » 

77 > 181 » 10 » 

81 >» 3 » 182 » 5 » Brotbrei 

85H 6 » 184 » 4 » Galle 

91 » 5 » 186 » 2 » 

94 >» 7 » Galle 187 » 2 » 

99 >» 5 >» 189 » 5 » 

103 >» 4 » 190 » 3 » 

ie > & » 399 ccm aufgefang. u. eingespr. 

117 » 3» | 62 g zuriickgewogen 

20 > 6 » | 461 com 

122 >» 5 » _  — 240 g aufgenommen 
303 ecm | 221 g Sekret. 


Die beiliegende Tabelle IX laBt folgendes erkennen: 
Gegeniiber den Versuchen, in denen Brot und Wasser getrennt 
gegeben wurden, tritt bei Vermischung beider Substanzen eine 
Verlingerung der Versuchszeit ein. Eine Reihe von Fallen 
bewegen sich hier in einem Zeitraum von 3 Stunden, was wir 
bei den Versuchen der Reihe 3 nicht beobachten konnten. Auch 
ist die Gesamtfliissigkeitsmenge nach 60 Minuten in Prozenten 
angegeben geringer, als wir beim Nacheinanderversuch fanden. 
Ks werden hier Werte unter 50°/o beobachtet. Hiermit stimmen 
auch die Kurven tiberein, die sich mehr in gleichmaébiger Zacken- 
bildung bewegen und keinen so steilen Anfangsgipfel aufweisen. 
Bei den Versuchen mit Bier als Fliissigkeit scheint sich der Unter- 
schied gegen die Versuchsreihe 3 zu verwischen. Es sind aber 
zu wenig, um dariiber ein endgiiltiges Urteil fallen zu konnen. 
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Zusammenfassung. 


1. Am schnellsten verlift den Magen reines Wasser. 
Brot, dem nach 5 Minuten Wasser nachgeschickt wird, braucht 
etwa doppelt so lange, bis es den Magen verlassen hat. Gibt 
man erst trockenes Brot und 5 Minuten spiéter Wasser, so 
dauert die Verdauung kiirzer, als die von Brot allein. Die 
lingste Zeit beanspruchen Brot und Wasser gemischt gegeben. 

2. Die Gesamtfliissigkeitsmengen, welche nach einer Stunde 
herausgelaufen sind, erreichen bei Wasser die héchsten, bei 
Brot die niedrigsten Prozentzahlen. Sie sind fir Brot und 
Wasser im Nacheinanderversuche durchschnittlich héher als in 
den Versuchen, in denen Wasser und Brot zusammen gegeben 
wurden. Aus den Prozentzahlen ergibt sich das Charakteristische 
der einzelnen Kurven. 

3. Die Menge der Sekrete weist bei Wasser ein Minimum 
auf, sie ist fiir Brot allein kaum geringer als fiir die beiden 
letzten Reihen. Eine blofe Summation der auf die Einzel- 
bestandteile hin ergossenen Sekretmengen lat sich fiir Reihe 3 
und 4 nicht nachweisen. 

4. Ein Durstversuch der Reihe 1 bringt eine Steigerung 
des Gesamtfliissigkeitsablaufes nach einer Stunde ohne erheb- 
liche Verminderung der Sekretmenge und der Versuchsdauer 
mit sich. 2 Durstversuche derselben Reihe zeigen eindeutig 
eine Verkiirzung des Verlaufes und eine Verminderung der 
Verdauungssifte. 

5. Bier ergibt sowohl allein wie im Nacheinanderversuch 
eine Verlangerung der Versuchszeiten und Herabsetzung der 
Prozentzahlen gegeniiber Wasser. 3,6°/oiger Alkohol hat die- 
selbe Wirkung. Eine Vermehrung der Gesamtfliissigkeitsmengen 
in Reihe 3 und 4 1JaBt sich fiir Alkohol nicht feststellen. 

6. Kaffee zeigi gegentiber Wasser in Reihe 3 eine Ver- 
langerung der Versuchsdauer ohne Anderung der Prozentzahlen. 

Diatetische Ausblicke: In der diatetischen Wirkung einer 
Substanz oder einer Substanzgruppe fallt dem Begriff der Verdau- 
lichkeit eine wichtige Rolle zu. Dieser Begriff ist von 2 Faktoren 
abhangig. Einmal vom kiirzeren oder lingeren Verweilen der be- 


treffenden Substanz im Magen, dann aber auch von der Arbeit, 
Q* 
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welche das betreffende Nahrungsmittel den Verdauungsdriisen auf- 
biirdet. Dieser Anteil findet in der Menge der Darmsekrete seinen 
mefbaren Ausdruck. Unsere Versuche geben fiir den zweiten Fak- 
tor keinerlei Anhaltspunkte, da die einzelnen Versuchszahlen zu 
sehr differieren. Der erste Faktor zeigt sich in ihnen in be- 
bemerkenswerter fur das tagliche Leben wichtiger Mannigfaltig- 
keit. Es ergibt sich die Schwerverdaulichkeit trockener Nahrung 
aus den Brotversuchen. Ks zeigt sich ferner, daB dieser Schwer- 
verdaulichkeit abgeholfen werden kann, wenn man nach Auf- 
nahme solcher Substanzen Wasser oder wasserahnliche Fliissig- 
keiten zu sich nimmt. Es findet die vielfach im Leben ge- 
machte Erfahrung, dafi feste Substanzen und Filiissigkeiten, 
gemischt genommen, eine unpraktische Form der Nahrungs- 
aufnahme darstellen, ihre physiologische Erklarung, ihren ob- 
jektiven Beweis. Geben wir ja auch tiaglich dadurch, da8 wir 
zwischen das Essen hinein trinken, einer Form der Aufnahme 
den Vorzug, welche, wie die Nacheinanderversuche zeigen, viel 
vorteilhafter ist und einer Uberladung des Magens mit Speise, 
vor allem mit Fliissigkeit vorbeugt. Eine weit gréfere Be- 
deutung haben diese Tatsachen fiir Bier und Kaffee. Es 
ist mdglich, daB eine Nachuntersuchung auch hier noch einiges 
sicherstellen wird, was vorerst noch ungewif ist. Damit ware 
uns eine Fiille bekannter Tatsachen auf eine physiologische 
Basis gestellt. Der Student, welcher Kommerse besucht und 
moglichst lange der Einwirkung gréferer Alkoholmengen da- 
durch zu entgehen sucht, daf er zwischen die Bieraufnahme 
hinein eine feste Mahlzeit nimmt, nutzt so unbewuft den Vor- 
teil des Weiterlaufens von Fliissigkeiten. Derselbe Student 
wird, wenn er grofe Mengen Bier in niichternem Zustande 
hineintrinkt, nicht nur Erscheinungen eines tiberfillten Magens 
davontragen, er wird auch der Alkoholwirkung frither oder 
spiiter verfallen, weil Alkohol im Gegensatz zu Wasser wenigstens 
teilweise vom Magen aus resorbiert wird. 

Eine Kaffeetrinkerin aber, die Brot oder Kuchen in ihren 
Kaffee brockt, verlangert dadurch die Magenverdauung und 
verlingert so auch das angenehme Gefiihl der Sattigung; auBer- 
dem schiebt sie die stérende Diurese heraus. 
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Die Durstversuche endlich zeigen uns, daf der Durst 
nicht nur unangenehm ist; er stért auch die Verdauung der 
Speisen. Stillen wir ihn, so verbessern wir die Sekretion der 
Verdauungssekrete. 

Zum Schluf will ich nicht versiumen, Herrn Professor 
Cohnheim, in dessen Laboratorium und auf dessen An- 
regung hin die Versuche ausgefiihrt wurden, meinen wirmsten 
Dank auszusprechen. 








Uber den EinfluB von Phosphatiden auf die Blutgerinnung. 
Von 
C. A. Pekelharing. 


(Der Redaktion zugegangen am 30. November 1913.) 


Die von A. Schmidt zymoplastische Substanzen ge- 
nannten alkoholléslichen Bestandteile von Blut und Organen 
sind in der letzten Zeit bei Untersuchungen tiber die Gerin- 
nung des Blutes wieder in den Vordergrund gebracht. 

In der Sitzung des Physiologenkongresses in Wien (1910) 
teilte Freund mit, daS Lecithin bei Anwesenheit von CaCl, 
und ebenso das Kalksalz von Dioleinglycerinphosphorsaure als 
zymoplastische Substanz wirkt und in fermentarmem Plasma 
Gerinnung hervorruft. Zak!) fand, daB eine Emulsion von mit 
Aceton aus dem Petroleumatherextrakt von Gehirnsubstanz ge- 
faillten Phosphatiden die Gerinnung von Citratplasma, nach 
Zusatz von Kalksalz, fordert und da mit Petroleumather ex- 
trahiertes Citrat- oder Oxalatplasma mit CaCl, nicht mehr 
gerinnt, wohl aber wenn auferdem einige Tropfen einer Emul- 
sion von Phosphatiden zugesetzt werden. Zak schlieBt hieraus, 
daB die Annahme einer Kinase nach Morawitz iberfliissig 
erscheint, oder aber, dafi die Phosphatide die Rolle einer 
Kinase spielen. 

Bald darauf bemerkten Bordet und Delange, daB sie 
die Rolle der Lipoide bei der Gerinnung schon ganz genau 
angegeben hatten.2) «Wir haben», so driicken diese Autoren 
sich aus, «erwiesen, daf man diese Lipoide eigentlich als 
die unter dem Namen von Thrombokinase oder Cytozym be- 
zeichnete Vorstufe des Fibrinferments betrachten muB.» Sie 


') Archiv f. exp. Path. und Pharm., Bd. 70, S. 27. 
*) [bidem, Bd. 71, S, 293. 
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verweisen nach einer Mitteilung,') in welcher sie beschrieben 
haben, dafi durch Ausziehen von sorgfaltig mit Kochsalz aus- 
gewaschenen Blutplattchen mit Alkohol eine in Toluol, Petro- 
leumather, Chloroform l6ésliche, in Aceton aber sehr wenig 
ldsliche Substanz erhalten wird, welche, bei Anwesenheit von 
ldslichen Kalksalzen, die Gerinnung von Oxalatplasma_ stark 
fordert. Diese Substanz nennen sie Cytozym. Den Sachverhalt 
bei der Bildung des Fibrinferments beschreiben sie in diesen 
Worten: «l Agent de la coagulation, le fibrin ferment ou throm- 
bine, est considér¢ actuellement comme résultant de la réaction 
de deux substances méres, lune existant en abondance dans 
de nombreuses cellules, autre provenant selon toute vrai- 
semblance du plasma sanguin lui-méme et que |’on retrouve 
dans le sérum. La premiére c’est le cytozyme; la seconde 
cest le thrombogéne, ou suivant notre terminologie, le séro- 
zyme. » 

Auch aus Muskeln und aus Fleischpepton erhielten Bordet 
und Delange, durch Extraktion mit Alkohol, Stoffe, welche 
in derselben Weise wie das Cytozym aus Blutplattchen auf 
die Gerinnung wirkten. Sie nehmen also an, dab diese Stoffe 
die von Morawitz der Thrombokinase zugewiesene Rolle 
spielen, obgleich es einen wichtigen Unterschied gibt, in dieser 
Hinsicht, dafi die mit Wasser bereiteten Gewebsextrakte ihre 
Fihigkeit, die Gerinnung zu fordern, durch Erhitzen verlieren, 
wahrend die Lipoide, in Wasser suspendiert und gekocht, ihre 
Wirksamkeit behalten. 

Gegen die Gleichstellung von Thrombokinase mit Lipoiden 
hat Rumpf Einspruch erhoben.?) Er vermischte Oxalatplasma 
einerseits mit aus Gehirn bereiteten, in Kochsalz aufgenommenen 
Phosphatiden, anderseits mit mittels Kochsalzlésung bereitetem 
Leberextrakt und setzte dann CaCl, hinzu. In unter sich gut 
vergleichbaren Versuchen fand er die Wirkung der Thrombo- 
kinase viel kraftiger als diejenige der Phosphatide. Auch wenn 
eine reine Fibrinogenlésung mit Serum vermischt wurde, fand 


') Annales et Bulletin de la Soc. Royale d. Sc. méd. et natur. de 
Bruxelles, 70¢ Année, p. 404. 
*) Biochem. Zeiischr., Bd. 55, S. 101. 
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er nach Zusatz von Leberextrakt eine starke Foérderung der 
Gerinnung, wahrend Zusatz von Lipoiden zwar einigen, aber 
doch nur einen sehr geringen Einflu8B hatte. Ebenso wie Zak 
fand Rumpf, daf Oxalatplasma die Fahigkeit, mit CaCl, zu 
gerinnen, durch Extraktion mit Petroléther einbibt, dieselbe 
aber wieder erhalt durch Zusatz von Lipoiden. Jetzt aber 
blieb das Plasma nach Zusatz von Leberextrakt und CaCl, 
fliissig. Dennoch hat man, nach Rumpf, noch nicht das Recht, 
daraus zu schlieBen, daB Lipoide fiir die Thrombinbildung not- 
wendig sind. Er bemerkt, daB bei einem so komplizierten 
Gemenge, wie es das Plasma ist, entschieden auch an andere 
Moglichkeiten gedacht werden mub. 

Von der Richtigkeit dieser Bemerkung habe ich mich 
iiberzeugen kénnen. Ks ist nicht die Entfernung von Lipoiden, 
welche die Gerinnungsfihigkeit des mit Petroléther extrahierten 
Plasmas ganz oder nahezu aufhebt. 

In meinen Versuchen fand die Behandlung des Plasmas 
mit Petrolather in der Weise statt, dafi eine gut verschlossene 
Flasche mit 50 ccm Oxalatplasma vom Pferd oder vom Rind 
und 30 cem Petrolither vertikal in einem Ring befestigt und 
um eine horizontale Axe langsam gedreht wurde. Der Inhalt 
der Flasche wurde so etwa 10 Stunden lang vorsichtig ge- 
schiittelt und dann in den Scheidetrichter gebracht. Das ab- 
gelassene, ein wenig triibe gewordene Plasma gerann nach 
Zusatz von CaCl, entweder gar nicht oder sehr langsam und 
unvollsténdig, schnell und vollkommen aber, wenn auberdem 
auch noch einige Tropfen einer Emulsion von Phosphatiden 
in 0,9°/oigem NaCl hinzugesetzt wurden. Als Phosphatide ver- 
wendete ich aus Alkoholextrakt von Eidotter mittels Aceton 
hergestelltes Lecithin, oder die Acetonfallung aus Chloroform- 
extrakt von vorher mit wasserfreiem Natriumsulfat getrockneter 
und zerriebener Rindsleber. In beiden Fallen war das Leci- 
thin durch Auflosen in Petrolaither und nochmalige Fallung 
mit Aceton gereinigt worden. In der Wirkung der beiden 
Praparate habe ich keinen Unterschied bemerken kénnen. 

Das Plasma konnte aber auch durch Chlorcalciumzusatz 
zur Gerinnung gebracht werden ohne jede Mithilfe von Phos- 
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phatiden, wenn namlich durch das Plasma wihrend einiger 
Zeit Luft und dann wahrend einzelner Minuten Kohlenséure 
hindurchgefiihrt wurde. Das Plasma war dann wieder ebenso 
klar wie vor der Behandlung mit Petrolather und gerann jetzt 
schnell und vollkommen nach Chlorcalciumzusatz, wihrend 
Zusatz von Phosphatiden keinen Einfluf mehr zeigte. 

Hier folgen ein paar Beispiele. 


Oxalatplasma Pferd, 10 Stunden mit Petrolather geschiittelt. 


Unverandertes Plasma CaCl, 1°/o Lecithin Geronnen 
5 ccm 5 Tropfen = in 5 Minuten 
5 >» 5 s 5 Tropfen » 4 > 
Petro]. Plasma 2aCl, 1°/o Lecithin Geronnen 
5 ecm 5 Tropfen a nach 4 Std. sehr 
unvollstandig 
Dd >» 5) > 5 Tropfen 5 Minuten 
Luftstrom 20 Stunden. 
5 ecm 5 Tropfen — langsam und 
unvollstandig 
5D >» 5 » 5 Tropfen desgl. 
CO, 5 Minuten. 
5 cem 5 Tropfen — 10 Minuten 
oe 3 5 » 5) Tropfen 10 » 
Oxalatplasma Rind, 9 Stunden mit Petrolither. 
Plasma CaCl, 1 °%/o Lecithin Geronnen 
5 ecm 5 Tropfen — gerinnt nicht 
5 >» 5 » 3 Tropfen in 5 Minuten 


Luftstrom hindurchgefiihrt 20 Stunden. 
Gerinnt nicht mit CaCl,, auch nicht nach Zusatz von Lecithin. 
CO, hindurchgeleitet 5 Minuten. 


Plasma CaCl, 1°%/0 Lecithin Gieronnen 
5 ccm 5 Tropfen — in 6 Minuten 
Dd » 5) > 3 Tropfen >» 6 > 


Die Unfahigkeit des mit Petrolither geschiittelten Oxalat- 
plasmas, auf Zusatz von CaCl, allein zu gerinnen, ist also nicht, 
wie Zak und Bordet und Delange ohne weiteres annehmen, 
dem Verlust an Lipoiden zuzuschreiben. Beim anhaltenden 
Schiitteln mit Petrolither (beim ruhigen Stehen unter Petrol- 
dither andert sich die Gerinnungsfihigkeit des Plasma nicht) 
wird ein Teil desselben als sehr feine Emulsion in das Plasma 
aufgenommen. Die Veranderung, welche dadurch im Plasma 
hervorgerufen wird, kann wieder riickgiingig gemacht werden 
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durch das Vertreiben des Athers mittels eines Luftstromes. 
Nur muB8 dann der damit einhergehende Verlust an Kohlen- 
siure wieder kompensiert werden. Man kénnte zur Erklaérung 
der Wirkung von Phosphatiden auf das Petrolaither enthaltende 
Plasma Hypothesen aufstellen; ich glaube aber nicht, dafs man 
einstweilen damit weiter kommen kann. Dazu ist die Kenntnis 
des Blutplasmas, mit allen seinen colloiden und anderen schlecht 
oder gar nicht bekannten Bestandteilen, noch zu diirftig. Eben- 
sowenig scheint es mir jetzt mdglich, eine gentigende Erklarung 
zu finden fiir die 6fters beobachtete Férderung der Gerinnung 
durch Zusatz von Lipoiden zu Plasma, das gar nicht mit Pe- 
trolather in Berthrung gekommen ist. 

Ich habe aber nachzuforschen versucht, ob diejenigen 
Bestandteile des Plasmas, welche nachgewiesenermafen bei der 
Gerinnung eine Rolle spielen, durch Beriihrung mit Petrolather 
beeinfluBt werden. 

Eine reine Fibrinogenlésung, welche nach Zusatz von 
CaCl, in 24 Stunden keine Spur von Fibrin ausschied, wurde, 
in derselben Weise wie das Plasma, mit Petrolather geschiit- 
telt. Ein betrichtlicher Teil des Fibrinogens setzte sich dabei 
als eine gallertige Masse in dem Petrolather ab. Es blieb aber 
in der untenstehenden Fliissigkeit noch genug fiir die weitere 
Untersuchung geldst. Diese Fliissigkeit gerann nach Zusatz 
von nach Schmidt bereitetem Fibrinferment vollkommen. Zu- 
satz von Phosphatidenemulsion hatte auf die Gerinnung nicht 


den geringsten Einfluf. 
Bei der weiteren Arbeit bin ich von der schon vor mehr 


als 20 Jahren von mir ausgefiihrten Auffassung!) ausgegangen, 
welche darauf herauskommt, daf Nucleoproteide verschiedener 
Herkunft durch Beriihrung mit léslichen Kalksalzen derartig 
veriindert werden, daf sie die Wirkung des von A. Schmidt 
entdeckten Fibrinferments ausiiben kénnen. Bei dieser Auf- 
fassung wird die Gerinnung des Blutes so erklart, dab, wenn 
z. B. das Blut in einer Schale aufgefangen wird, von den ge- 
formten Elementen des Blutes, in erster Linie wohl von den 


‘) Untersuchungen iiber das Fibrinferment. Kon. Akad. v. wetensch. 
Amsterdam, 2. Sectie, Deel I. Nr. 3, 1892. 
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Blutplattchen, herstammende Nucleoproteide in Lésung kommen 
und, mit Hilfe der im Blut vorhandenen Kalksalze, Fibrin- 
ferment liefern. Daf die zwei von Morawitz gegen diese 
Auffassung gemachten Einwénde nicht unwiderleglich sind, 
glaube ich friiher schon nachgewiesen zu haben.) 

Ich hatte mir also jetzt die Frage vorzulegen, ob, da 
es sich herausgestellt hatte, daB das Fibrinogen von Petrol- 
iither nicht gerinnungsunfahig gemacht wird, die Nucleoproteide 
des Plasmas, wenn Petrolather in die Lésung, in welcher sie 
sich befinden, in feiner Emulsion aufgenommen wird, in der 
Fermentbildung gehindert werden und ob vielleicht das schon ge- 
bildete Ferment dadurch in seiner Wirksamkeit geschiidigt wird. 

Die Nucleoproteide wurden, in der friiher von mir be- 
schriebenen Weise, durch Ausfillen von verdiinntem Oxalat- 
plasma mit Essigsdure bereitet. Der mdéglichst gut gereinigte 
Niederschlag wurde teilweise in Wasser mit so wenig Natrium- 
carbonat, daf} die Reaktion neutral wurde, geldst, teilweise 
in 1°/oiger Kochsalzl6sung mit Kalkwasser und nachfolgender 
Durchleitung erst von Kohlensaure, dann von atmosphiarischer 
Luft. Die mit Kalkwasser hergestellte Loésung («Ca-Nucleo- 
proteid») wirkte genau wie Fibrinferment, die mit Soda her- 
gestellte Losung («Na-Nucleoproteid») machte Fibrinogen nur 
dann gerinnen, wenn zu gleicher Zeit Kalksalz in der Losung 
vorhanden war. 

Von solchen Lésungen wurden wieder je 50 ccm mit 
30 ccm Petrolither 9 bis 10 Stunden lang vorsichtig ge- 
schiittelt. Dann wurde die Fahigkeit, Gerinnung hervorzurufen, 
untersucht. Als Reagens verwendete ich Fibrinogenlésungen, 
welche mit CaCl, allein in 24 Stunden nicht die geringste 
Gerinnung zeigten. 

Es stellte sich heraus, daB die Wirkung des Petrolithers 
auf das Na-Nucleoproteid von derselben Art war, wie diejenige 
auf das Oxalatplasma. 

Von einer mit Petrolaither behandelten Na-Nucleoproteid- 
losung wurden in 3 Réhrchen, A, B und C, je 2 cem gebracht. 
An B wurden 4 Tropfen Lecithinemulsion zugesetat, durch C 


') Biochem. Zeitschr., Bd. 11, S. 1 u. Diese Zeitschr., Bd. 85, S. 34. 
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wurde wahrend 2 Minuten ein CQ,-Strom, dann wahrend 
5 Minuten ein Luftstrom hindurchgefiihrt. SchlieBlich wurden 
jedem Rohrchen 2 Tropfen 1°/oige CaCl,- und 5 ccm Fibrinogen- 
losung hinzugesetzt. 


A fangt nach 1 Stunde zu gerinnen an und ist nach 75 Min. ganz fest. 
B ist in 2 Minuten vollstandig geronnen. 


( » » 1d > > > 
In einem anderen Fall wurde gefunden: 
Fibrinogen Na-Nucl,-Petr. CaCl, Lecithin Gerinnung 
4 ecm 3 ccm 3 Tropfen -— gerinnt nicht 
t >» 3 » 3 > 4 Tropfen in 27 Minuten. 


Eine halbe Stunde Luft hindurchgeleitet. Jetzt bei Mischung 
in denselben Verhiltnissen, ohne Lecithin Gerinnung in 15, mit 
Lecithin in 5 Minuten. 

Weiter wurden Versuche mit Nucleoproteiden aus der 
Milz des Rindes angestellt. Das Wasserextrakt des Organs 
wurde in derselben Weise behandelt wie das Blutplasma. Die 
Nucleoproteide wurden mit Essigséure gefallt, in sehr ver- 
diinntem Alkali gelést, nochmals mit Essigsdéure gefallt und 
dann nach wiederholtem Auswaschen mit Wasser entweder 
in Soda oder in Kochsalz und Kalkwasser geldst. In beiden 
Fallen reagierte die L6sung neutral. 

5 eem Fibrinogen mit 1 cem unverindertem Na-Nucleo- 
proteid und 2 Tropfen 1°/oiger CaCl, gerinnt in 65 Minuten. 
Nach Schiitteln mit Petroliither in demselben Verhaltnis ge- 
mischt, gerinnt nicht. 

Durch die Lésung 5 Minuten CO,, dann 15 Minuten Luft 
geleitet. Dann in demselben Verhaltnis mit Fibrinogen und 
CaCl, vermischt, gerinnt in 60 Minuten. 

In einem anderen Fall: 


Na-Nucleopr. (Milz) Fibrinogen CaCl, Lecithin Gerinnt 
4 ccm 4 ccm 2 Tropfen —- in 19 Minuten 
£ > 4b > 2 > 4 Tropfen » 13 > 

Mit Petrolither geschiittelt. 
+ ccm + ccm 4 Tropfen _ in 43 Minuten 
4 >» b > 4 > 4 Tropfen » 13 » 
Luftstrom 5 Stunden. 

4 ccm 4 ccm 4 Tropfen — in 7 Minuten 
4 > 4 >» 4 > 4 Tropfen » 7 » 
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Anders ist es, wenn das Nucleoproteid schon vor dem 
Schiitteln mit Petrolither mit Kalk behandelt worden ist, wie 
aus den folgenden Beispielen hervorgeht. 

In 4 ROhrehen wurden je 8 ccm Fibrinogenlésung ver- 
mischt mit 1 cem Loésung von Ca-Nucleoproteid aus Plasma, 
A unverindert, B mit Petrolather geschiittelt, mit oder ohne 
Lecithin. 


A ohne Lecithin gerinnt in 15 Minuten 
mit 4 Tropfen Lecithin » >» 15 » 

B ohne Lecithin : >» 60 » 
mit 4 Tropfen Lecithin > >» 60 » 


Nachdem durch die mit Petrolather geschiittelte Lésung 
wahrend 7 Stunden ein Luftstrom hindurchgefiihrt worden war, 
zeigte sich die Wirkung ein wenig kriftiger, Lecithin hatte 
aber auch jetzt keinen Einflu8B auf die Gerinnung. 1 ccm der 
Losung mit 8 ccm Fibrinogen: 

ohne Lecithin in 45 Minuten geronnen 
mit 4 Tropfen Lecithin » 45 , » 

In einem anderen Fall, beim Gebrauch einer sehr wirk- 
samen Ca-Nucleoproteidlésung aus Plasma, wurde sogar die 
Gerinnung unter dem Einflu$B der mit Petroliather geschiittelten 
Lésung bei Lecithinzusatz ein wenig verzogert gefunden. 


Ca-Nucleoproteid unveraindert Fibrinogen Lecithin Gerinnt 
0.5 ccm 4 ccm —— in 2 Minuten 
0,5 » 4 >» 4 Tropfen » 2 B 
Mit Petrolither. 
0,5 ccm 4 ccm -— in 2 Minuten 
0,5 » 4 > 4 Tropfen » 3 . 


Ist also das Nucleoproteid einmal der Kalkwirkung unter- 
worfen gewesen, so iibt Lecithinzusatz nicht den geringsten 
fordernden Einflu8 auf die Gerinnung einer reinen Fibrinogen- 
lésung mehr aus. Das tritt aber nicht hervor, wenn man als 
Reagens, statt Fibrinogen, Plasma verwendet, in welchem sich 
so viele andere Bestandteile vorfinden. 

Von derselben Ca-Nucleoproteidlésung, welche im letzt- 
erwahnten Versuch gebraucht wurde, je 2 ccm vermischt mit 
dem Oxalatplasma (Pferd), welches teilweise fiir die Bereitung 
der Nucleoproteide gebraucht war. 
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ee) a in 5 Minuten geronnen 
> 8B » . und 4 Tropfen Lecithin » 3 > > 

4 > . -¢ ee bebe « wees » 9 > > 
>» 4 >» . und 4 Tropfen Lecithin » +4 > 


Die Bestandteile des Plasmas, deren gerinnungshemmende 
Wirkung durch Lecithinzusatz neutralisiert wird, sind mittels 
Dialyse nicht, oder wenigstens nicht leicht, zu beseitigen. 

Ein'leil desselben Oxalatplasmas wurde wahrend 20Stunden 
gegen eine reichliche Menge kalkfreier, 0,9°/oiger Kochsalzlosung 
dialysiert. Das tiberschiissige Oxalat war jetzt entfernt. 5 ccm 
des dialysierten Plasmas war, nach Zusatz von 1 Tropfen 
1°/oiger Chlorealciumlésung, in 4 Minuten fest geronnen. Das 
Ca-Nucleoproteid, welches, mit reinem Fibrinogen als Reagens, 
mit Lecithin gar nicht kraftiger wirkte als ohne dasselbe, 
machte auch dieses Plasma schneller gerinnen, wenn ein wenig 
Lecithin zugesetzt wurde. 1 ccm mit 4 ccm dialysiertem 
Plasma gerann in 7 Minuten. nach Zusatz von ‘ Tropfen 
Lecithin dagegen in 3 Minuten. 

Solchen Plasmabestandteilen wird es auch wohl zuzu- 
schreiben sein, daB das mit Natriumearbonat bereitete und 
mit Petrolather geschiittelte Nucleoproteid nach der Durch- 
liiftung noch einigen Einfluf{B von Lecithin auf die Gerinnung 
nachweisen lift. Es ist némlich nicht wohl moglich, das mit 
Soda geléste so gut wie das mit Hilfe von Kalkwasser geldste 
Nucleoproteid zu reinigen. Meistens ist das Nucleoproteid, 
auch nach zweimaliger Fiallung mit Essigséure, mit ein wenig 
Fibrinogen verunreinigt. Infolgedessen bildet sich in der mit 
Kochsalz und Kalkwasser und dann mit Kohlensiéure behan- 
delten Lésung, beim Hindurchleiten von Luft, ein zwar kleines 
Fibringerinnsel, das aber geniigt, um allerhand in der Flitssig- 
keit schwebende — und auch wohl geloéste kolloide und _ nicht- 
kolloide Stoffe einzuschlieBen. Schon im Jahre 1892 habe ich 
darauf aufmerksam gemacht und zu gleicher Zeit nachgewiesen, 
dai bei der Behandlung des verdiinnten Plasmas mit Essig- 
sdure mit den Nucleoproteiden Stoffe gefallt werden, welche 
die Gerinnung zu hemmen imstande sind. ') 


') Unters. usw., 5. 7. 
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Auch in Organextrakten kommen, wie ich friiher nach- 
gewiesen habe,') Stoffe vor, welche die Gerinnung hindern 
kénnen. So stellte es sich jetzt auch heraus, daf die Wirk- 
samkeit von Nucleoproteiden aus der Milz, nicht nur wenn 
sie mit Soda geldést waren und dann mit CaCl, und Fibrinogen 
vermischt wurden, sondern auch, wenn die Lésung mittels 
Kochsalz und Kalkwasser stattgefunden hatte, durch Lecithin- 
zusatz verstirkt wird. 

4 cem Ca-Nucleoproteid aus Milz, vermischt mit 4 cem 
Fibrinogen, A ohne, B mit 4 Tropfen Lecithinemulsion. A wurde 
erst am folgenden Morgen geronnen gefunden, wihrend B nach 
125 Minuten ganz fest war. 

Die Nucleinproteide aus der Milz sind immer, auch nach 
wiederholtem Fallen mit Essigsdure und Auswaschen mit Wasser, 
stark mit Farbstoff und also auch wohl mit anderen Bestand- 
teilen des Extraktes verunreinigt. Hier fillt aber die reinigende 
Wirkung eines sich gallertig ausscheidenden Fibringerinnsels fort. 

Aus diesen Befunden geht, wie ich glaube, aufs neue 
hervor, wie gro! die Gefahr ist fiir Fehlschliisse, wenn man 
bei der Bearbeitung der Gerinnungsfrage als Reagenzien haupt- 
sichlich Fliissigkeiten von so auferst verwickelter Zusammen- 
setzung verwendet wie Plasma, Serum, Prefsafte und Organ- 
extrakte, in welchen sich neben gerinnungserregenden auch 
Stoffe vorfinden, welche die Gerinnung verzOgern oder sogar 
ganz verhindern kénnen. Wenn man beobachtet, dafi ein Serum 
die Fahigkeit, Gerinnung hervorzurufen, in geringerem Mab be- 
sitzt als einige Tage zuvor, so hat man noch nicht das Recht, 
daraus mit Morawitz, mit Bordet und Delange zu schliefen, 
daB dieses Serum Thrombin verloren hat. Es kann auch sein, 
da8 im Serum Veriinderungen stattgefunden haben, infolge deren 
die Thrombinwirkung erschwert wird. Daf diese Mdglichkeit 
tatsaichlich verwirklicht werden kann, habe ich in bezug auf 
das sogenannte Aktivieren des Blutserums nachgewiesen. 

Ganz unbegreiflich scheint es mir, da’ Bordet und 
Delange fiir den Nachweis von Fibrinferment Oxalatplasma 


') Biochem. Zeitschr., Bd. 11, S. 10. 
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weit vorziehen tiber «la solution dite pure de fibrinogéne. »') 
«Jl serait étonnant», sagen diese Forscher, «que le fibrinogéne 
ainsi (nach der Methode von Hammarsten) obtenu n’eiit pas 
entrainé avec lui certaines matiéres capables, en présence de 
chaux, d’intervenir dans la coagulation.» Nun hat aber eine 
reichliche Erfahrung gezeigt, dafi es sehr gut mdglich ist, Fi- 
brinogenlésungen zu bereiten, welche, auch nachdem sie mit 
Kalksalz vermischt sind, keine Spur von Gerinnung zeigen. 

Bordet und Delange bemerken, dai es nicht immer 
gelingt, solche LOsungen zu erhalten. Man kann aber kaum 
eine Bereitungsmethode verwerfen, weil sie nicht ausnahmslos 
die gewiinschten Ergebnisse liefert. Wenn man aber von durch 
kraftiges Zentrifugieren modglichst von geformten Elementen 
befreitem Plasma ausgeht, kommt es wohl sehr selten vor, dab, 
bei sorgfiiltiger Ausfiihrung der Hammarstenschen Methode, 
dreimal gefalltes Fibrinogen noch mit Kalksalz allein Gerinnung 
zeigt. Was Bordet und Delange «étonnant» nennen, ist die 
Regel, was sie wahrscheinlich achten, die Ausnahme. Diese 
Autoren haben aber noch einen anderen Einwand. Auch wenn 
eine Fibrinogenlésung mit Kalk allein nicht gerinnt, dann kann 
dieselbe, ihrer Meinung nach, noch wohl mit etwas anderem 
verunreinigt sein, das, mit Kalk und einem zweiten Stoff, 
Thrombin bilden kiénnte. Deshalb erachten sie es «beaucoup 
plus prudent, pour déceler uniquement une thrombine déja 
toute formée, dopérer en milieu décalcifié. Tout en satisfaisant 
a cette condition, le plasma oxalaté, d’autre part, se rapproche 
autant qu il est possible, par sa composition, du liquide sanguin 
normal. » 

Dabei wird ganz aufer acht gelassen, dai eben eine 
Hammarstensche Fibrinogenlésung der Forderung eines «mi- 
lieu décalcifié» vorziiglich geniigt, und daf man ohne Nachteil, 
wenn man das wiinscht, ein wenig Oxalat daran hinzufiigen 
kann. Weshalb es als ein Vorteil betrachtet wird, als Reagens 
auf Thrombin eine Fliissigkeit, welche dem normalen Blut- 
plasma in Zusammensetzung moglichst gleich ist, zu verwenden, 
geht aus den Mitteilungen von Bordet und Delange nicht 


‘) Ann. d. I'Inst. Pasteur, Bd. 26, S. 658. 
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hervor. Hiitten sie, statt Oxalatplasma, eine reine Fibrinogen- 
lésung als Reagens auf Thrombin gebraucht, so wiirden sie 
wohl nicht zu dem Schluf& gekommen sein, dali das alkohol- 
lésliche Cytozym fiir die Thrombinbildung unentbehrlich ist. 

Da’ Phosphatide die Gerinnung fordern kOnnen, ist nicht 
zu bezweifeln. Es gibt aber keinen einzigen guten Grund fir 
die Annahme, dal} dabei «la thrombine nait de la réaction du 
sérozyme avec le cytozyme>».!) Im Gegenteil, das ‘Thrombin kann 
ganz gut gebildet werden in einem, durch Extraktion mit Petrol- 
iither, médglichst von Phosphatiden befreiten Plasma, wenn nur 
dafiir gesorgt wird, daB der Ather aus dem Plasma entfernt 
und der dabei entstehende Kohlensiiureverlust wieder aus- 
geglichen wird. 

Auf die Wirkung des einmal gebildeten Fibrinferments 
haben die Phosphatide keinen Einflu{B. Das ist aus den Be- 
obachtungen hervorgegangen, in welchen reines Fibrinogen als 
Reagens und moglichst gut gereinigte Nucleoproteide als Ferment- 
quelle gebraucht wurden. Auch auf das aus Blutserum nach 
Schmidt bereitete Ferment hat Lecithin keinen Einflub. 

6 ccm Schmidtches Ferment wurden gemischt mit 4 cem 
Fibrinogen. Das Gemisch wurde sogleich in zwei gleiche Halften 
verteilt. Dann wurden der einen Hiilfte 4 Tropfen Lecithin- 
emulsion zugefiigt. Beide Halften waren zu gleicher Zeit, nach 
90 Minuten, geronnen. 

Das tritt aber, wie oben erwdhnt worden ist, nicht klar 
zutage, wenn als RKeagens Plasma, oder als Ferment eine 
unreine Losung von mit Kalk behandelten Nucleoproteiden 
gebraucht wird. Blutplasma, zumal wenn es einige Tage ge- 
standen hat, und Organextrakte enthalten offenbar Stoffe, welche 
der Bildung oder der Ausscheidung des Fibrins entgegenwirken 
und durch Phosphatide unschiidlich gemacht werden. Ob das 
dieselben Stoffe sind, oder andere als diejenigen, welche die 
Thrombinbildung unter dem Einflu8 von Kalksalzen hindern, 
ist augenblicklich gar nicht zu sagen. 

Es kommt auch vor, daf Lecithin die Gerinnung verzigert. 


‘) Ann. et Bull. de la Soc. Royale, |. c. 
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Kin deutliches Beispiel sah ich davon bei der Untersuchung von 
Nucleoproteiden aus der Submaxillardriise des Rindes. 

Das Organ wurde zerkleinert, erst zweimal mit Wasser, 
dann einmal mit 0,05°/oigem Na,CO,, und darauf wiederholt 
mit Wasser ausgezogen und ausgepreBt, bis die Fliissigkeit den 
schleimigen Charakter ganz verloren hatte. Jetzt wurde die 
ausgepreBte Substanz tiber Nacht mit 0,05°/oigem Na,CO, in 
Keritihrung gelassen. Obgleich durch die vorhergehende Be- 
handlung schon ein betrichtlicher Teil der Nucleoproteide ent- 
fernt worden war, lieferte dennoch das letzte Extrakt mit Essig- 
siure einen reichlichen Niederschlag, welcher wenigstens 
groBtenteils aus Nucleoproteiden bestand. Eine klare Losung 
desselben in 0,2°/oigem HC! wurde, nach Digestion mit Pepsin, 
bald triibe und es bildete sich ein grofes Sediment von Nuclein. 
Diese in der tiblichen Weise gereinigten Nucleoproteide, mit 
Hilfe von ein wenig Soda in Wasser gelost, riefen allein keine 
Gerinnung von Fibrinogen hervor, wohl aber mit Hilfe von 
CaCl,. Zusatz von Lecithin forderte die Gerinnung. 

Die mit Kochsalz und Kalkwasser hergestellte und dann 
mit CO, und Luft behandelte Lésung der Nucleoproteide wirkte 
als Fibrinferment, jetzt aber verzégerte Lecithin, in der ge- 
woOhnlichen Menge zugesetzt, die Gerinnung. 

In 5 Réhrechen wurden je 4 cem dieser Ca-Nucleoproteid- 
losung und 4 cem Fibrinogenlésung gebracht. 


1. ohne weiteres in 65 Minuten geronnen 
II. mit 1 Tropfen Lecithin >» 60 > » 
lll. » 2 ; . >» §89 > > 
IV. >» 3 . . » 161 . , 
V. » 4 . » 210 > > 


Die hier gebrauchten Nucleoproteide waren wohl mit 
mehr oder weniger veriindertem, von der Essigséure mitge- 
falltem Mucin verunreinigt. Diese und auch wohl andere Bei- 
mischungen waren wahrscheinlich die Ursache der ungewohn- 
lichen Lecithinwirkung. Ob die sehr geringfiigige Vermehrung 
der Gerinnungsgeschwindigkeit — von 65 bis auf 60 Minuten — 
nach Zusatz von einem Tropfen der Lecithinemulsion der 
Wirkung der Phosphatide oder zufalligen Verhaltnissen zuzu- 
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schreiben sei, ware erst durch eine ausfiihrliche darauf beziig- 
liche Versuchsreihe zu entscheiden. 

Neuerdings ist eine zweite Mitteilung von Zak erschienen, ') 
in welcher die Rolle der Phosphatide bei der Gerinnung weiter 
behandelt wird. Bekanntlich gerinnt Oxalatplasma, wenn es 
durch Sedimentieren im Eisschrank oder durch Filtration durch 
ein Berckefeld-Filter?) méglichst gut von geformten Elementen 
befreit worden ist, nach Zusatz von Kalksalz sehr langsam 
oder gar nicht. Zak fand nun, daB so behandeltes Plasma 
wieder sehr schnell nach CaCl,-Zusatz gerann, wenn es mit 
ein wenig einer Emulsion von Gehirnphosphatiden versetzt 
wurde. Daraus darf aber nicht gefolgert werden, dab die 
Phosphatide als eine Thrombokinase, im Morawitzschen Sinne, 
wirken. Infolge der Entfernung der geformten Bestandteile 
kommen ja weniger Nucleoproteide im Plasma in Lésung. 
Die, wie oben nachgewiesen, im Plasma vorhandenen Stoffe, 
welche der Thrombinbildung und der Fibrinausscheidung ent- 
gegenwirken, haben selbstverstandlich im nucleoproteidarmen 
Plasma eine gréfere Bedeutung als im normalen. Wird aber 
der entgegenwirkende Einflu$8 durch Zusatz von Phosphatiden 
aufgehoben, so kann die Thrombinbildung stattfinden, und ge- 
rinnt das Plasma. 

Weiter wies Zak nach, daB nicht alle lipoiden Substanzen, 
sondern speziell die Phosphatide in der beschriebenen Weise 
wirksam sein kénnen. Aus Erythrocyten erhielt er mit Petrol- 
ither ein Extrakt, welches der Gerinnung von Oxalatplasma 
entgegenwirkte. Die mit Petrolither ausgezogenen Blutkérperchen 
dagegen férderten die Gerinnung. Zak schreibt offenbar diese 
fordernde Wirkung Phosphatiden zu, welche durch die Extrak- 
tion nicht vollig entfernt sein wiirden. Dabei wird aber auber 
Betracht gelassen, daB, wie ich friiher betont habe,*) auch 
aus den Erythrocyten mit Kalk Fibrinferment liefernde Nucleo- 
proteide zu erhalten sind. Hieraus war es mdglich zu erklaren, 
daB zwar in Hirudinblut, nicht aber in gut von geformten Be- 


1) Archiv f. exp.¥Path. und Pharm., Bd. 74, S. 1. 
2) Cramer and Pringle, Quart. Journ. of exp. Physiol, Vol. 6, p. 1. 


4) Untersuchungen usw., S. 24. 
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standteilen befreitem Hirudinplasma durch Verdiinnung mit 
Wasser Gerinnung hervorgerufen wird, und daf Fluorblut nach 
Zusatz einer sehr geringen Menge einer konzentrierten Chlor- 
caleiumlésung nicht gerinnt, wohl aber wenn mit dem Kalk- 
salz soviel Wasser zugesetzt wird, dafi ein Anfang von Héimolyse 
stattfindet. Die von Zak, nach Vermischung von Plasma mit 
dem nach Ausziehen mit Petrolither und Entfernung desselben 
bei 32° C. unter vermindertem Druck tbrig gebliebenen Rest 
der Blutkérperchen, beobachtete starke Férderung der Gerin- 
nung darf, meiner Ansicht nach, in erster Linie der Anreicherung 
des Plasmas an Nucleoproteiden zugeschrieben werden, durch 
welche die Gelegenheit zur Thrombinbildung aus Nucleoproteid 
und dem von vornherein vorhandenen Kalk verbessert wurde. 

Wiihrend Morawitz seine Thrombokinase thermolabil 
fand, betrachten Zak und Bordet und Delange Phosphatide, 
welche, in Wasser suspendiert, gegen Kochen widerstandsfahig 
sind, als Thrombokinase oder Cytozym. 

Der Widerspruch riihrt davon her, dafi verschiedene Wir- 
kungen zusammengeworfen sind. Die Phosphatide wirken nur 
insoweit, als sie imstande sind, Hindernisse gegen die Bildung 
des Thrombins aus Nucleoproteiden und Kalksalzen und gegen 
die Bildung oder die Ausscheidung des Fibrins fortzuraumen. 
Sie sind also nicht als «Kinasen» im geliéufigen Sinn des Wortes 
zu betrachten. 

Morawitz gelangte zur Annahme einer Thrombokinase, 
erstens weil die gerinnungserregende Wirkung von Blutserum, 
welches schon Ferment enthalt, durch verschiedene Behand- 
lungsweisen verstirkt werden kann. So kam er zu der Auf- 
fassung, dab Serum, aufer Thrombin, noch eine oder mehrere 
Muttersubstanzen davon enthalt, welche in anderer Weise als 
durch Kalksalze in Thrombin umgesetzt werden kénnen, — 
und zweitens, weil auch Organextrakte, auch bei Anwesenheit 
von léslichen Kalksalzen, nicht immer Gerinnung von Fibrino- 
genlésungen hervorrufen. 

In beiden Fallen konnte aber nachgewiesen werden, dah 
gerinnungswidrige Stoffe eine Rolle spielen. Wenn Serum nicht 
von Kalksalzen, wohl aber durch Séure oder Alkali «aktiviert» 
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werden kann, so ist die Ursache der verstiirkten Wirkung 
nicht in der Bildung von neuem Ferment zu suchen, sondern 
in Aufer-Wirkung-stellen von Stoffen, welche das schon vor- 
handene Ferment hindern. Organextrakte enthalten auch, neben 
den Nucleoproteiden, gerinnungswidrige Stoffe. Werden die 
Nucleoproteide, soweit als das mit den jetzigen Methoden 
moéglich ist, davon, in solecher Weise, dali sie nicht selbst 
geschadigt werden, befreit, dann kann ausnahmslos festgestellt 
werden, dafi sie, mit Kalk, eine reine Fibrinogenlésung zur 
Gerinnung bringen. Morawitz hat bemerkt, dafi Organextrakte, 
welche mit Kalk reines Fibrinogen nicht festlegen, Gerinnung 
von, in der von Delezenne angegebenen Weise, erhaltenem 
Vogelplasma hervorrufen kénnen, und daf es also in diesem 
Plasma etwas geben muf, das die Wirkung des Extraktes 
ermoglicht und in der Fibrinogenlésung fehlt. Das ist  voll- 
kommen richtig. Das ist aber noch kein Grund zur Annahme 
einer «Kinase». Im frischen Plasma kommen gerinnungswidrige 
Stoffe wohl nicht, oder in sehr geringem Mah vor, wohl aber 
Phosphatide, welche die gerinnungswidrigen Bestandteile des 
Extraktes unschidlich machen k6énnen. Die Thrombokinase 
von Morawitz ist thermolabil: sie besteht, ebenso wie sein 
Thrombogen, aus Nucleoproteiden, welche unter dem Einflusse 
von Kalksalzen Thrombin liefern. 

Ich glaube deshalb an der friiher von mir verteidigten 
Auffassung festhalten zu diirfen. Fur die Bildung des Fibrin- 
ferments, des Thrombins, ist nicht mehr notig als ein Nucleo- 
proteid, gleichgiiltig ob es aus den Formelementen des Blutes 
oder aus irgend einem Organ herstammt, und Kalk. Daf dabei 
eine Kalkverbindung des Nucleoproteids entsteht, scheint mir 
nicht zu bezweifeln. Friiher habe ich angenommen, dab diese 
Verbindung dem Fibrinogen, zur Bildung des Fibrins, Kalk 
iibertragen wiirde, mich bei dieser Annahme allererst auf Be- 
obachtungen stiitzend, aus welchen hervorging, dafi das Ferment 
bei der Uberfiihrung von Fibrinogen in Fibrin geschwicht 
wurde, durch Zusatz von ein wenig Kalksalz aber regeneriert 
werden konnte. Schon vor langer Zeit aber habe ich zuge- 
geben, daf, nachdem Hammarsten nachgewiesen hat, dab 
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Fibrin keine Kalkverbindung ist, diese Meinung unhaltbar ge- 
worden ist!) 

Hierdurch wird aber meine Auffassung beziiglich der 
Bildung und der Natur des Fibrinfermentes nicht berihrt. Die 
Vermehrung der Kenntnisse in bezug auf die Bedeutung von 
Schmidts zymoplastischen Stoffen, welche die Untersuchungen 
von Zak und von Bordet und Delange gebracht haben, 
hat mich in meiner Auffassung nur befestigt. 





‘) Kon. Akad. v. Wetensch., Amsterdam, 24. Nov. 1900. 








Zur Methodik der Milchsdéurebestimmung in eiweiBhaltigen 
Fliissigkeiten. 
Von 


Max Oppenheimer. 


(Aus dem stidtischen chemisch-physiologischen Institut zu Frankfurt a, M.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Dezember 1913.) 


Vor einiger Zeit hat J. Mondschein') durch Unter- 
suchungen unter v. Fitirths Leitung festgestellt, daB zu Eiweili- 
ldsungen und Muskelbrei zugesetzte und somit wohl auch vor- 
gebildete Milchsiiure in weitgehendem Male — nach seinen 
Ermittlungen zu etwa einem Drittel —- an Eiwei® gebunden wird 
und sich dadurch der Bestimmung im wissrigen Extrakte nach 
der Koagulation entzieht. Er schlagt deshalb vor, die Milch- 
siurebestimmung in zwei Teilen vorzunehmen, einmal im 
wissrigen Kochextrakte (Fraktion des Filtrates) durch 
Titration, und dann im Koagulum, welches er zunachst durch 
Kochen mit 10°/oiger Natronlauge aufschliefit, dann durch Zu- 
satz gesittigter Kochsalzlésung enteiweift und neutralisiert 
(Fraktion des Koagulums), nach v. Firth-Charnass. Die 
Addition der fiir beide Fraktionen erhaltenen Werte ergibt ihm 
dann die Gesamtmilchsiiure. 

Dieser Methode diirften aber, abgesehen von ihrer rela- 
tiven Umstiindlichkeit, doch verschiedene Fehler anhaften. Gegen 
die direkte Titration des Kochextraktes spricht die Tatsache, 
daB bestimmt im Fleischsafte freie Phosphationen vorhanden 
sind, welche trotz der gegenteiligen Meinung Mondscheins 
nicht vernachlissigt werden diirfen. Zum mindesten miibte 
also der Titration eine Atherextraktion des Filtrates vorangehen. 

Noch schwerer sind die Bedenken, welche gegen ein Auf- 
schlieBen des Koagulums mit 10°/oiger Natronlauge in der Hitze 


1) J. Mondschein, Biochem. Zeitschr., Bd. 42, S. 105, 1912). 
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sprechen. Die bekannte Tatsache, daB Kohlenhydrate bei der 
Behandlung mit Alkali leicht sogar bis zu recht betrachtlichen 
Mengen in Milchséiure umgewandelt werden k6énnen, Jabt die 
Gefahr nicht ausschlieBen, dab nach dem Mondscheinschen 
Verfahren durch Umwandlung im Muskel vorhandener Kohlen- 
hydrate in Milchsiiure eine tatsichlich nicht vorhandene Milch- 
siiuremenge vorgetauscht wird. Ebenso k6énnte vielleicht durch 
Alkali Milchsiure aus einer Milchsaurevorstufe im Muskel, dem 
Lactacidogen nach Embden, Kalberlah und Engel!) ent- 
stehen und so eine weitere Fehlerquelle bilden. 

Nun liegen die Verhiltnisse bei der Milchséure in gewisser 
Beziehung iihnlich wie beim Zucker. Es ist seit langer Zeit 
bekannt, dafi wesentliche Mengen Zuckers in Eiweifikoagula 
gehen und von diesen festgehalten werden. Diese Eigenschaft 
war die Veranlassung fiir die Einfiihrung des Schenckschen 
Verfahrens zur Enteiweifung von eiweifhaltigen Zucker- 
losungen.?) 

Es zeigte sich nun bei den schon vor langerer Zeit im 
hiesigen Institute angestellten Versuchen, dai die Schencksche 
Methode auch fiir die Bestimmung von Milchsiure in eiweibf- 
haltigen Fliissigkeiten die geeignetste ist zur vorherigen Ent- 
fernung von EiweiBb. 

Eine andere in letzter Zeit zur Enteiweifung bei Zucker- 
bestimmungen empfohlene Methode unter Verwendung kolloidaler 
Kisenlosung *) hatte fiir Milchsiure weder bei Blut- noch bei 
Hefesaft brauchbare Resultate ergeben. Ahnlich wie bei der 
Hitzekoagulation wurden hier offenbar vom Eiweifi etwa 30°/o 
der Milchsiure zuriickgehalten. 

Ganz anders war das Ergebnis bei Anwendung der 
Schenckschen Fillung. Eine vielleicht urspriinglich vorhan- 
dene Bindung der Milchsiiure an Eiweif wird anscheinend durch 


') Embden, Kalberlah und Engel, Biochem. Zeitschr., Bd. 45, 
S. 62, 1912. 

*) Abderhaldens Handbuch der biochemisch, Arbeitsmethoden, 
Bd. 2, S. 184. 

*) P. Rona und L. Michaelis, Biochem. Z., Bd. 7, S. 332, 1908. 
Vgl. Abderhaldens Handbuch der biochem. Arbeitsmethoden, Bd. 5, S. 173. 
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die Salzséure der Schenckschen Fallung wieder gelést. Der 
Hauptfehler, welcher der Hitzekoagulation anhaftet, fallt damit 
weg. Auberdem hat die Methode den grofen Vorteil, da’ nicht 
die gesamte fiir die Bestimmung der Milchsiiure vorhandene 
Menge Fliissigkeit quantitativ aufgearbeitet werden muB8, sondern 
aliquote Teile des entquecksilberten Schenck-Filtrates ge- 
nommen werden kOnnen. 

Embden und Kraus!) haben bereits ausfiihrlich mit- 
geteilt, in welcher Weise im hiesigen Institute. in Blut und 
Leber Milchsiiure bestimmt wird. Die Angaben genannter Au- 
toren wurden in einer gleichzeitigen Mitteilung von S. Oppen- 
heimer?) aus dem hiesigen Institute, erganzt, und die beschriebene 
Technik der Milchséurebestimmung in Untersuchungen von 
Embden, Kalberlah und Engel*) auch auf MuskelpreBb- 
saft ausgedehnt. 

Die ganze verbesserte Methodik ist tiberdies von Embden 
zusammenhingend im Handbuch der biochemischen Arbeits- 
methoden beschrieben worden, ‘) so daf von einer nochmaligen 
Wiedergabe abgesehen werden kann. 

Dagegen sind die mit der verbesserten Methode, welche 
inzwischen in eigenen Untersuchungen auch bei Hefesaft an- 
gewandt wurde,*) als Beleg fiir ihre Brauchbarkeit, zum Teil 
vor langerer Zeit ausgeftihrten Milchsiurebestimmungen noch 
nicht ver6ffentlicht, und dies soll deshalb hier nachgeholt werden. 


I. Bestimmung der Milchsaure im Blute. 


Zur Priifung der Schenckschen Methode auf ihre Brauch- 
barkeit fiir die Bestimmung der Milchsiiture im Blute wurde 
folgendermafen verfahren: 

Abgemessene Mengen defibrinierten Rinderbluts (A) wurden 
sofort nach Schenck unter sechsfacher Verdiinnung des Blut- 





1) G. Embden und F. Kraus, Biochem. Z., Bd. 45, S. 6, 1912. 

*) S. Oppenheimer, Biochem. Zeitschr., Bd. 45, S. 32, 1912. 

3) Embden, Kalberlah und Engel, l. c., S. 48. 

*) Abderhaldens Handbuch der biochemisch. Arbeitsmethoden, 
Bd. 5, S. 1254. 

5) Max. Oppenheimer, Diese Zeitschrift, Bd. 89, S. 45 und 63. 
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volumens gefallt, und in einem aliquoten Teile in der bekannten, 
im hiesigen Institute tiblichen Weise die Milchséure nach 
v. Fiirth-Charnass unter vorheriger Atherextraktion bestimmt. 

Zu einer gleich groBben Menge Blut (B) wurde eine ge- 
messene Menge Zinklactatldsung von bekanntem Gehalte zu- 
gegeben, und dann ebenfalls unter sechsfacher Verdiinnung 
nach Schenck gefallt. Auch in Portion B wurde dann in einem 
aliquotenT eile die Milchsiurenachv. Fiirth-Charnass bestimmt. 


Tabelle I. — Rinderblut. 


SIRES AA TS TE 


a 1. = 3 4 | 5 | 6 














In Blut A Zusatz Aus Kolonne| In Blut B | Gefundene 
gefundene vonMilch-- 2 und 3 | gefundene Gesamt-Milch- 





Ver- | Milchsiure | siiure ‘berechnete| Gesamt- | siuremenge 
sisiilieall ro 100 cem pro |Gesamt-Milch-- Milchséure- jin Prozenten 
_ Rinderblut 100 ccm | séiuremenge == =menge der 
Nr vor Rinder- | pro 100 ccm, pro 100 cem) berechneten 
= Zusatz blut | Rinderblut | Rinderblut Gesamt- 
» 9 | g g _ Milchséure 
m o 
1 0,0105 0,0583 | 00,0688 00596 | 866 
| 
2 0,0551 0,0490 0,1041 0,1008 | 96,8 
3 0,0220 0,0490 | 0,0710 | 00682 © 89,0 
4 0,0537 0,0639 | 01176 = 01050 89,3 
i 00208 — 0,0639 | 00,0847, (0,0768 90,7 


Die Tabelle I zeigt die notwendigen analytischen Daten 
der Versuche. Aus Kolonne 2 geht die von vornherein in 100 ccm 
Blut A gefundene Milchsiuremenge hervor; aus Kolonne 3 die 
zu 100 ecm Blut zugesetzte, aus dem Zinklactat berechnete 
Milchsiiuremenge. Kolonne 4 gibt die aus den beiden eben 
genannten Werten berechnete, Kolonne 5 die gefundene 
Gesamtmenge Milchséure wieder. In Kolonne 6 ist die gefundene 
Gesamt-Milchsiuremenge in Prozenten der theoretisch berech- 
neten Menge ersichtlich. 

Die fiinf vorliegenden Versuche geben einen durchschnitt- 
lichen Wert von 90,5°/o, welcher als ausreichend genau zu 


bezeichnen sein diirfte. 
II. Bestimmung der Milchsaéure im MuskelpreBsafte. 


Beim Muskelprefbsaft wurde zur Eiweibfallung entsprechend 
dem gegeniiber Blut geringeren Eiweibgehalt der Flissigkeit 
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der mit gleichem Volumen Wasser verdiinnte Saft mit nur je 
einem Volumen Salzséure und Sublimat gefiillt, also auf das 
Vierfache verdiinnt. Im tibrigen wurde die Bestimmung sowohl 
der vorgebildeten, als auch der Gesamtmilchsaure nach Zusatz 
wisseriger Lactatlisung, ausgefiihrt wie bei Blut, nur dab bei 
den Filtraten aus Muskelprefsaft wegen ihres hohen Milchsaure- 
gehaltes die vorherige Einengung im Vakuum in Wegfall kam. 


Tabelle Il. — Muskelprebsaft. 





1 | 20 3 4 5 6 





In Saft A Zusatz Aus Kolonne| In Saft B Gefundene 
| gefundene von Milch-- 2 und 3 gefundene Gesamt-Milch- 





Ver- | Milchsdure siure jberechnete, Gesamt- sduremenge 
suchs- | PF 100 ccm wee Gesamt-Milch- Milchséure- in Prozenten 
sieaies | Prefisaft f siuremenge , menge  , der 
Nr vor 100 ccm pro 100 cem | pro 100 ccm | berechneten 
ai Zusatz Prefisaft Prefisaft Prefsaft | Gesamt- 
g g g g Milchsdure 
i ] 
6 0.3420 0.1456 0.4876 | 0.4882 100.1 
7 0.5557 0,1456 0.7013, | = 0.6727 95,9 


Die zwei Versuche der Tabelle II zeigen, dab die Schenck- 
Methode auch bei Muskelprefsaft als Eiweiffallungsmittel fiir 
Milchsadurebestimmungen durchaus anwendbar ist. Der durch- 
schnittliche Wert der gefundenen Milchsiure bei diesen Ver- 
suchen betragt 98,0°/o. 


III. Bestimmung der Milchsaure im Hefesafte. 


Genau wie bei Blut und Muskelprefsaft wurde auch fiir 
Hefesaft (Macerationssaft nach v. Lebedew) zur Entfernung 
des Eiweifes die Fillung nach Schenck angewandt und zwar 
in denselben Verhiltnissen wie bei Blut, also unter sechsfacher 
Verdiinnung. Kine Einengung vor der Extraktion war auch hier 
nicht nétig. Sonst gestaltete sich die Methodik ganz wie beim 
Blute. Beim Entquecksilbern des Schenck-Filtrates blieb 
ein Teil des Quecksilbersulfides kolloidal in Lésung, wodurch 
aber die nachherige Extraktion nicht beeintrachtigt wurde. Bei 
auftretender Emulsion wurde die Riihrung voriibergehend ab- 
gestellt und entsprechend linger extrahiert. 











—~ 
— 


Max Oppenheimer, Uber Milchsdiurebestimmung. 


Die Resultate von zwei Milchsaéurebestimmungen zeigt 
die Tabelle III. 


Tabelle Ill. — Hefesaft. 


I 2 3 4 | 5 6 


In Saft A Zusatz Aus Kolonne; In Saft B | Gefundene 


gefundene vonMilch- 2 und 3 | gefundene Gesamt-Milch- 











vo Milchséure siure |berechnete Gesamt- | séuremenge 
cuchs- | P?0 100 ccm al Gesamt-Milch-| Milchsdure- in Prozenten 
! - Hefesaft P sduremenge | menge | der 
Nr vor 100 ccm | pro 100 cem| pro 100 cem | berechneten 
7. Zusatz Hefesaft  _ Hefesaft | Hefesaft | Gesamt- 
g g g | g | Milchséure 
| | 
{ 
s 0.3276 0.2130 0,5406 | 04956 | 91,6 
| 
a) 0),2070 0),2130 0,4200 | | 
| | 


0,4183 | 99.6 


Es zeigt sich auch bei Hefesaft, dafi die Milchsaure- 
bestimmung nach v. Fiirth-Charnass unter vorangehender 
Enteiweibung nach Schenck durchaus befriedigende Werte gibt, 
bei den beiden mitgeteilten Versuchen im Durchschnitt 95,6°/o. 

Die Fallung nach Schenck und die darauf folgende Be- 
stimmung der Milchséiure nach Atherextraktion in der im hie- 
sigen Institute iiblichen Weise fiihrt also bei eiweifhaltigen 
Lésungen, insbesondere bei Blut, Prefsaft und Hefesaft zu 
durchaus brauchbaren Resultaten. Die Schenck-Fallung ist 
daher der Hitzekoagulation des EiweiBes durchaus vorzuziehen. 
Das Eisenverfahren nach Michaelis und Rona erwies sich 
fiir die Zwecke der Milchséiurebestimmung als nicht brauchbar. 





Uber die Bildung von Milchsdure bei der alkoholischen Garung. 
Von 


Max Oppenheimer. 


(Aus dem stiadtischen chemisch-physiologischen Institut zu Frankfurt a. M.) 


(Der Redaktion zugegangen am # Dezember 1913.) 


Der normale Weg des Zuckerabbaus bei der alkoholischen 
Garung ftihrt zu Alkohol und Kohlensiiure als Endprodukten. 
Daneben entstehen, wie man weib, aufer Bernsteinsiéiure und 
Fuseldlen hauptsiichlich zwei Verbindungen, tiber deren Bildung 
und Rolle bei der alkoholischen Girung trotz zahlreicher Unter- 
suchungen bis heute noch keine volle Klarheit herrscht. Es 
sind dies die Milchsaure und das Glycerin. 

Von der Milchsiiure glaubte man lange, dafi sie ein auf 
dem Hauptwege des Zuckerabbaus liegendes, intermediiéres 
Produkt der alkoholischen Garung sei. Ihr haufig beobachtetes 
Auftreten bei alkoholischen Gérungen, ihre leichte Bildung bei 
der Milchsauregiirung, welche eventuell als Vorstufe der alkoho- 
lischen Gérung betrachtet werden konnte, die so glatt erfol- 
gende Bildung der Milchséure aus Hexosen unter dem Kin- 
flu8 chemischer Agentien, dazu ihr Auftreten im tierischen 
Organismus liefien diese Anschauung als iiufierst verlockend 
erscheinen. Obwohl bereits im Jahre 1858 Pasteur zeigte, 
dafi bei bakterienfreier Giarung durch lebende Hefe niemals 
Milchsaure auftritt, waren deshalb die Theorien zahlreich, 
welche die reguliire Bildung von Milchsiiure als intermediiires 
Produkt wahrscheiniich machen und erkliiren wollten. In den 
letzten Jahren waren es insbesondere Buchner und Meisen- 
heimer,!) welche in mehreren Arbeiten die Frage der Milch- 


')E. Buchner und J. Meisenheimer, Ber. d. deutsch. chem. Ges., 
Bd. 37, S. 417 (1904); Bd. 38, S. 620 (1905); Bd. 39, S. 3201 (1906). - 
Thiels, Landw. Jahrb., Bd. 38, Erg.-Bd. 5, 8. 272 (1909); Ber. d. deutsch. 
chem. Ges., Bd. 43. S. 1773 (1910). 
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siiurebildung bei der alkoholischen Garung des Zuckers unter- 
suchten. 

So konnten diese Autoren bei zellfreier Girung des Zuckers 
mehrfach die Bildung von Milchsaure feststellen, in anderen Fiillen 
dagegen verschwand sogar zugesetzte Milchsaure. Fiir diese auf- 
fallende Tatsache konnten sie jedoch keine befriedigende KEr- 
klirung finden. Weder lief sich ein Zusammenhang zwischen 
vergorenem Zucker und verschwundener resp. gebildeter Milch- 
siure feststellen, noch gelang der Nachweis, da nach beendeter 
Giirung verschwundene Milchsiiure wirklich vergoren war. 

Nachdem es Buchner,.und Meisenheimer so nicht ge- 
lungen war, mit Hilfe der zellfreien Girung zu entscheiden, ob 
die Milchsaure als Zwischenprodukt der alkoholischen Gaérung 
zu betrachten sei, suchten sie diese Frage auf anderem Wege 
zu losen. Sie gingen dabei von der Erwiigung aus, daf bei 
der alkoholischen Giarung mit lebender Hefe ein Zwischen- 
produkt des Zuckerabbaus doch gelegentlich einmal aufge- 
funden werden miisse, unter Umstianden auch selbst durch 
lebende Hefe vergoren werden sollte. Nachdem aber die bereits 
oben erwihnte Pasteursche Feststellung, dai bei Garung mit 
reiner Hefe niemals Milchséure unter den Garprodukten auf- 
zufinden war, durch Kontrollversuche bestatigt worden war, 
priften Buchner und Meisenheimer das Verhalten der Milch- 
siure gegeniiber lebender Hefe. Ihre Versuche fiihrten sie zu 
dem tibereinstimmenden Resultate, daB Milchsaéure von lebender 
Hefe weder vergoren noch gebildet wird. 

Da auch Slator') gefunden hatte, dafi die Milchsaure 
durch Hefe nicht oder nur sehr langsam und _ unvollstandig 
vergoren wird, kommen Buchner und Meisenheimer ebenso 
wie Slator zu dem Schlusse, dai nach diesen Ergebnissen 
die Annahme von Milchséure als Zwischenprodukt der alkoho- 
lischen Gérung nicht mehr begriindet sei. 

Schon Slator schloB aus seinen Ergebnissen, daf Milch- 
siure wahrscheinlich ein Nebenprodukt der alkoholischen 
Giirung sei, und Buchner und Meisenheimer sprachen die 


') A. Slator, Journ. Chem. Soc., Bd. 89, S. 141 (1906), Bd. 93, 
S. 231 (1908); Ber. der Dtsch. chem. Ges., Bd. 40, S. 213 (1907). 
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Ansicht aus, dafi das Auftreten von Milchsiure bei der zell- 
freien Girung durch Umlagerung eines als Vorstufe der Milch- 
sdure anzusehenden Zwischenproduktes der alkoholischen Garung 
verstindlich werden kénne. Als solche Zwischenprodukte zogen 
sie Methylglyoxal, Glycerinaldehyd und Dioxyaceton in Er- 
wagung und stellten gleichzeitig die Forderung auf, dafi ein 
Korper, welcher als Zwischenprodukt zu betrachten sei, ent- 
weder moglichst selbst bei der alkoholischen Garung nachge- 
wiesen werden, oder wenigstens durch lebende Hefe oder 
durch Hefeprebsaft vergarbar sein miisse, eine Forderung, die 
auch neuerdings C. Neuberg!') ausdriicklich fiir ein Zwischen- 
produkt der alkoholischen Garung erhebt. 

Nun hatten bereits P. Mayer?) und A. Wohl) gefunden, 
daB Methylglyoxal von lebender Hefe nicht vergoren wird. Bei 
Wiederholung dieser Versuche, sowie bei Versuchen mit Hefe- 
preBsaft hatten Buchner und Meisenheimer ebenfalls ein 
vollkommen negatives Ergebnis und kamen deshalb zu dem 
Schlusse, dai Methylglyoxal aus der Reihe der médglichen 
Zwischenprodukte ausscheiden miisse, wodurch es dann auch 
als Vorstufe der Milchséiure ausgeschlossen wurde. 

Trotz dieser negativen Befunde hat neuerdings C. Neu- 
berg (l.¢., S. 4ff.) auf Grund von theoretischen Erwigungen, 
vor allen wegen seiner Beziehungen zur Brenztraubensaure, 
Methylglyoxal wieder als Zwischenprodukt der alkoholischen 
Garung herangezogen. Die mangelnde Giarfahigkeit suchte er 
durch die Annahme zu begriinden, daf es fiir physiologisches 
(ieschehen einen grofen Unterschied bedeute, ob ein Stoff zu- 
gesetzt wird oder von Natur an richtiger Stelle und jeweils 
in geeigneter Menge entsteht (!. c., S. 14). 

Kine solche Moglichkeit ist natiirlich bedingungslos an- 
zuerkennen; daraus aber eine allgemeine biologische Gesetz- 
maBigkeit herzuleiten, diirfte denn doch zu weit gegangen sein. 
Logischerweise miifte dasselbe Gesetz dann auch u. a. fiir 


') C. Neuberg, Die Garungsvorginge und der Zuckerumsatz der 
Zelle, Jena 1913, S. 6. 

2) P. Mayer, Biochem. Zeitschr., Bd. 2, S. 435 (1906). 

3) A. Wohl, Biochem. Zeitschr., Bd. 5, S. 59 (1907). 
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die Milchsiure in Anspruch genommen werden, welche doch 
gerade auch wegen ihrer mangelnden Girungsfahigkeit aus der 
‘eihe der mdglichen Zwischenprodukte bei der alkoholischen 
Girung ausgeschaltet wurde. Jedenfalls widerspricht die Neu- 
bergsche Begriindung seinen eigenen bereits erwiahnten Forde- 
rungen, die an ein Zwischenprodukt zu stellen sind. 

Freilich glauben v. Lebedew und Griaznoff!) nach 
orientierenden Versuchen eine Vergirbarkeit des Methylglyoxals 
annehmen zu diirfen, aber der angekiindigte ausftihrliche Be- 
richt ist inzwischen noch nicht erfolgt. 

Der einzige positive Befund, der eventuell dafiir sprechen 
wiirde, dal} das Methylglyoxal auch bei der alkoholischen Garung 
eine Rolle spielen k6nnte, sind zwei vereinzelte Versuche 
Neubergs,?) welche bei obergiriger lebender Hefe und bei 
Macerationssaft derselben obergiarigen Hefe eine recht starke 
Milchsiurebildung ergaben. Der Lebedewsche Macerations- 
saft mit untergiriger Hefe gab jedoch keine nachweisbare 
Milchsiiurebildung. Bevor also nicht weitere experimentelle 
Tatsachen vorliegen, wird man die Annahme von Methylglyoxal 
als Zwischenprodukt der alkoholischen Giirung als noch nicht 
gentigend begriindet betrachten missen. 

Ks kamen also fiir Buchner und Meisenheimer nur noch 
Dioxyaceton und Glycerinaldehyd in Frage. Beim Glycerinaldehyd 
konnten die Autoren eine, wenn auch langsame und unvollstandige, 
so doch deutliche Vergirbarkeit (etwa 10—25°/o) nachweisen, 
bei Dioxyaceton gelang es ihnen, in Bestitigung friiherer Ver- 
suche von Bertrand) unter entsprechenden Versuchsbe- 
dingungen mit Prefsaft eine Vergiérung von 80—90°/o der 
angewandten Substanz herbeizufiihren. 

Buchner und Meisenheimer kamen daher zu dem 
Schlusse, da «die im Vergleiche mit dem Verhalten der beiden 
anderen Vorstufen der Milchséure auBerordentlich grobe Gar- 
fiihigkeit des Dioxyacetons, welche in einigen Versuchen direkt 





') A. v. Lebedew und N. Griaznoff, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 
Bd. 45, S. 3268, Anmerkung (1912), — Vgl. auch A. v. Lebedew, Bio- 
chem. Zeitschr., Bd. 46, S. 483 (1912). 

*) C. Neuberg, Biochem. Zeitschr., Bd. 51, S. 484 (1913). 

*) G. Bertrand, Ann. chim. phys. [8], Bd. 3, S. 256 (1904). 
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der des Traubenzuckers gleichkam, die hypothetische Annahme 
der intermediaren Bildung dieses Korpers als die geeignetste 
erscheinen lasse, um den Mechanismus des Zuckerzerfalls zu 
erklaren». Der symmetrische Aufbau des Dioxyacetons wiirde 
nach Buchner und Meisenheimer auch leicht verstiindlich 
machen, dali uns bei der zellfreien Giirung der verschiedenen 
Zuckerarten immer die racemische Form der Milchsaure begegnet. 

v. Lebedew und Griaznoff (Il. ¢.) zeigten dann, dafi 
der Glycerinaldehyd durch den Hefemacerationssaft bei 1°/oiger 
Konzentration ebenso gut wie Saccharose vergoren wird, nur 
langsamer. Dagegen fehlt dem Glycerinaldehyd die Fahigkeit 
des Dioxvacetons, bei der Vergiérung einen Zuckerester zu bilden, 
sodah v. Lebedew zu der Aufstellung eines Giérungsschemas 
kam, bei welchem Zucker nach vorherigem Ubergang in eine 
Ketohexose zuniichst in je ein Molekiil Glycerinaldehyd und 
Dioxyaceton zerfallt, worauf der Glycerinaldehyd vergoren, Dioxy- 
aceton verestert wird. Welche der beiden Substanzen die wahr- 
scheinliche Vorstufe der Milechsaure ist, kommt hierbei jedoch 
nicht zum Ausdruck. 

Die Untersuchungen von Embden, Baldes und Schmitz!) 
iiber den Chemismus der Milchséurebildung aus Traubenzucker 
im Tierkérper haben weiter gezeigt, dafi Glycerinaldehyd in 
weitaus héherem Male als Dioxyaceton von Blutkérperchen 
allein und auch in der durchbluteten Leber in Milchséure iiber- 
gefiihrt wird, und tiberhaupt unter den gewihlten Versuchs- 
bedingungen fiir die tierischen Gewebe weit angreifbarer ist, 
als Dioxyaceton. Die genannten Autoren fassen ihre Ergebnisse 
in folgenden Schlufsitzen zusammen : 

«Wir moéchten auf Grund unserer Erfahrungen glauben, 
dafi als Zwischenprodukt bei dem zu optisch aktiver Milchsiéiure 
fiihrenden Traubenzuckerabbau im tierischen Organismus prak- 
tisch weitaus an erster Stelle optisch aktiver Glycerinaldehyd 
in Betracht kommt. Im Zusammenhalt mit den Ergebnissen 
von Buchner und Meisenheimer liegt es nahe, ganz all- 
gemein als Muttersubstanz der d-Milchsiure optisch aktiven 


') Embden. Baldes und Schmitz, Biochem. Zeitschr., Bd. 45, 
S. 108 (1912) 


/ 
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Glycerinaldehyd, als Muttersubstanz der d-l-Milchsaéure Dioxy- 
aceton anzunehmen. » 

Hierbei weisen die Autoren allerdings ausdriicklich auf die 
Méglichkeit des Ubergangs von Glycerinaldehyd in Dioxyaceton 
und umgekehrt hin. 

Der von Embden, Baldes und Schmitz entwickelten 
Anschauung haben Embden und der Verfasser!) in einer 
darauffolgenden Abhandlung als einer Vermutung?) nochmals 
Ausdruck gegeben und ausdriicklich betont, dai die ange- 
schnittene Frage noch der experimentellen Priifung bediirfe. 

Die so tiberaus leicht erfolgende chemische Umlagerung 
von Glycerinaldehyd und Dioxyaceton zu Milchsaure durch ver- 
diinnte Natronlauge konnte bereits friither sates eigene Ver- 
suche*) dargetan werden. 

Auber den besprochenen Verbindungen konnte unter Um- 
stiinden auch noch eine weitere 3-Kohlenstoffverbindung als 
Quelle der Milchsaure bei der alkoholischen Garung in Betracht 
kommen, namlich Brenztraubensdure. Fiir den Tierkérper hatte 
bereits friiher P. Mayer‘) bei innerer Darreichung und neuerdings 
G. Embden in Gemeinschaft mit dem Verfasser®) bei Durch- 
blutung der iiberlebenden Leber nachgewiesen, dafi Brenz- 
traubensiiure durch einfache Reduktion in Milchsaure tiber- 
gehen kann. Auf Grund des Mayerschen Befundes hatten 
deshalb auch schon v. Lebedew und Griaznoff®) die Bildung 
von Milchsaéure aus Brenztraubensaéure bei der Garung in Er- 
wiigung gezogen. Neben Glycerinaldehyd und Dioxyaceton 
wurde deshalb in der vorliegenden Arbeit auch diese Substanz 
auf ihr Verhalten gegen Hefesaft in bezug auf Milchsdure- 
bildung gepriift. 

') G. Embden und Max Oppenheimer, Biochem. Zeitschrift, 


Bd. 45, S. 206 (1912). 
?) Anmerkung: Von einer «Behauptung», wie solche Neuberg 
(l. c., S. 23, Anm.) den Autoren unterstellt, war an keiner Stelle die Rede. 
5) Max Oppenheimer, Biochem. Zeitschr., Bd. 45, S. 134 (1912). 
*) P. Mayer, Biochem. Zeitschr., Bd. 40, S. 441 (1912). 
*) G. Embden und Max Oppenheimer, Biochem. Zeitschrift, 
Bd. 5d, S. 335 (1913). 
*) I. c., 3S. 3268. 
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Unter Beriicksichtigung der im voranstehenden angefiihrten 
bisherigen Ergebnisse und der noch bestehenden experimen- 
tellen Liicken ergab sich fiir die vorliegenden Untersuchungen 
folgende Fragestellung: 

Tritt Gérungsmilchséure nur bei bakterieller Giérung, also 
in Anwesenheit von spezifischen Milchsiurebakterien auf, oder 
kann ihre Bildung tatsachlich auch eine Nebenreaktion der 
alkoholischen Gidrung sein, eine Wirkung eines der als «Zymase » 
zusammengefafiten Gérungsenzyme bei AusschluB von Bak- 
terien? Wenn dann im Gegensatz zur Girung mit lebender 
Hefe bei Prefisaft resp. bei Macerationssaft, auch unter voll- 
kommenem AusschluB von Bakterien, Milchsiiure auftritt, wenn 
auch, wie bei Buchner und Meisenheimer, in schwankenden 
Mengen, wie lift sich dieser Widerspruch erkléren und vor 
allem, welches sind die Vorstufen der gebildeten Milchséure ? 


Methodik. 


Fiir die Versuche wurde ausschlieflich Hefemacera- 
tionssaft verwendet, der im wesentlichen nach den Angaben 
v. Lebedews!) hergestellt wurde. Einige kleine Modifikationen 
waren durch die Notwendigkeit eines miéglichst sterilen Ar- 
beitens bedingt. Die von der Firma Schroder in Miinchen 
bezogene Trockenhefe wurde in sterilen 1 Liter-Pulverflaschen 
in Portionen von je 60g mit 180g Wasser zu einem gleich- 
mafigen Brei angerihrt und 3 Stunden in einem Wasserbade 
von 35° erwarmt, wobei, jedenfalls infolge Selbstgérung, fast 
stets sehr starke Schaumbildung eintrat, die den urspriinglichen 
Inhalt bis zum mehrfachen Volumen steigen lief, so dah oft 
die ganze Literflasche mit Schaum erfiillt war. Nach kurzem 
Stehen, unter wiederholtem Umschiitteln zur méglichsten Be- 
seitigung des Schaumes, wurde der Inhalt der Ansitze in einer 
grohen Zentrifuge mit 4000 Umdrehungen pro Minute ca. !/2 Stunde 
zentrifugiert und dann unter Verwendung steriler Apparatur 
filtriert. Der so erhaltene Hefesaft wurde in den meisten Fiillen 
sofort zum Versuche verwendet, einigemal iiber Nacht im Eis- 
schrank aufbewahrt. Die Ansiatze erfolgten in  sterilisierten 





') A. v. Lebedew, Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 447 (1911). 
4* 
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300 com-Erlenmeyer-Kolben, welche mit einem mit Schwefe!- 
siure gefiillten Sicherheitsaufsatze verschlossen waren. 

Mit Ausnahme des ersten orientierenden Versuches wurden 
jeweils gleichzeitig 5 Ansétze mit 50ccm Hefesaft gemacht, 
ein Ansatz A zur Bestimmung des Milchséuregehaltes des Hefe- 
saftes vor dem Versuche, ein zweiler Ansatz B fiir Bestimmung 
der Milchsiiture nach dem Versuche ohne Zusatz zum Hefe- 
safte, und drei Ansatze T, G und D zur Bestimmung der Milchsaure 
nach dem Versuche bei Zusatz von jeweils gleichen Mengen, und 
zwar je 1°/o, Traubenzucker, Glycerinaldehyd und Dioxyaceton. 

Bei den Versuchen mit Brenztraubensiiure wurden aufer 
den beiden Leerversuchen A und B noch zwei Ansitze gemacht, 
der eine mit Traubenzucker zum Vergleiche, und der andere 
mit Brenztraubensaure, resp. der auf 1°/c Saure umgerechneten 
Losung des Natriumsalzes, welche durch Neutralisation der 
Siure mit der berechneten Menge 33°/oiger Natronlauge unter 
guter Kihlung hergestellt wurde. 

Als Antiseptikum wurden verwandt 1—2°/o, in einem 
Falle versehentlich sogar 10°/o Toluol. In einigen Fallen wurde 
noch zur Bindung der Milchséure und zur Vermeidung even- 
tueller Enzymschidigung durch dieselbe je 1°/o kohlensaurer 
Kalk hinzugefiigt. 

Die Erlenmeyer-Kolben blieben dann zwischen drei 
Stunden, der kiirzesten Versuchsdauer, und vier Tagen, dem 
langsten Versuche, im Dunkeln bei Zimmertemperatur stehen. Fast 
siimtliche Versuche fielen in die Wintermonate, in welchen die 
Temperatur des Raumes durchschnittlich 21° betrug. 

Nach beendeter Reaktion wurde der Kolbeninhalt mit dem 
gleichen Volumen Wasser verdiinnt und dann nach Schenck!) 
mit je dem doppelten Volumen Salzsaure und Sublimatlésung 
enteiweift, die Filtrate in der tiblichen Weise weiter verarbeitet 
und in aliquoten gemessenen Teilen nach der Extraktion im 
Lindschen Apparate die Milchséure nach der verbesserten 
Uberfiihrungsmethode von v. Fiirth-Charnass,') wie solche 
im hiesigen Institute ausgetibt wird, bestimmt. 


') Abderhalden, Handbuch d. biochem. Arbeitsmethoden, Bd. 4, 
S. 1254 (1912). ! 
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Das bei der Extraktion ohne Enteiweifung so tiberaus 
lastige Schdaumen der Flissigkeit wurde hierbei fast ginzlich 
vermieden. In einigen Fiillen, namentlich bei dem sofort und 
ohne Zusatz gefillten Hefesaft lieB sich das Schenck-Filtrat 
nicht vollstandig entquecksilbern. Es bildeten sich mehr oder 
weniger kolloidale Loésungen, die aber nach dem Filtrieren 
ohne weiteres ausgeathert werden konnten. Bei eventuellem 
Schitumen wurde die Rihrung des Extraktionsapparates abge- 
stellt und dafiir doppelte Zeit extrahiert. Konlrollversuche be- 
stitigten die hinlingliche Genauigkeit der Methode, bei welcher 
im Durchschnitt 95,6°/o der zugesetzten Milchséure wieder- 
gefunden wurden. 

Uber die fiir Milchsiurebestimmungen bei Versuchen 
mit Brenztraubensiure bedingten Modifikationen wurde bereits 
friher') berichtet; es sei deshalb auf die in der betreffenden 
Arbeit mitgeteilte Methodik verwiesen. 

Kin besonderer Wert wurde auf die genaue_ bakterio- 
logische Kontrolle der Versuche gelegt.?) Sowohl der Hefe- 
saft vor, als auch die Ansiétze nach dem Versuche wurden 
auf milchséurebildende Bakterien gepriift. Von der zu unter- 
suchenden Lisung wurden einige Osen auf mit Kreide ver- 
setzte Maische-Agar-Patten*) gebracht und die Schalen zwei 
Tage in den Brutschrank bei 35° gestellt. Hatten sich Bak- 
terienkolonien gebildet, so wurde von denselben auf etwa 
10 com Hefewasser abgeimpft unter Zusatz von 0,5 g Trauben- 
zucker und 0,5 g Kreide und die Reagenzglaser wiederum zwei 
Tage bei 35° in den Brutschrank gebracht. Alsdann wurde 
abfiltriert und nach der Fletcher-Hopkinsschen Methode 
auf Milchséure gepriift. Ein negativer Ausfall der Reaktion 
zeugte fiir die Abwesenheit von Milchsaéurebakterien. Daf 
unter geniigend aseptischen Kautelen gearbeitet wurde, dafiir 


‘1 G. Embden und Max Oppenheimer, Biochem. Zeitschrift, 
Bd. 55, S. 335 (1913). 

*) Herrn Dr. F. Silberstein sei fiir seine freundliche Unterstitzung, 
bei Ausfiihrung der bakteriologischen Arbeiten auch an dieser Stelle 
bestens gedankt. 

5) Vgl. W. Henneberg, Girungsbakteriol. Praktikum, Berlin 1909 
S. 45. 








D4 Max Oppenheimer, 


spricht der Umstand, daB nur ein Versuch wegen Verdachts 
der Infektion ausgeschieden werden mufte, wahrend die tibrigen 
Ansiitze nach dem Versuche alle frei von Milchséurebakterien 
waren, und nur bei einigen wenigen der Hefesaft vor dem 
Versuche einen schwach positiven Befund ergab, wodurch 
wiederum bewiesen wird, daf die Toluolzusiatze fiir die Ent- 
wicklungshemmung eventueller Milchsiéiurebakterien geniigten. 
Dazu kommt die schon von Buchner konstatierte!) bakterien- 
hemmende Wirkung von Hefesaft als solchem und die sicher 
an und fiir sich schon bakteriziden Eigenschaften der Zusiitze, 
welche namentlich fiir den Glycerinaldehyd in seinem Ver- 
halten gegen Bac. Delbriicki aus noch unverdoffentlichten Ver- 
suchen im hiesigen Institute hervorzugehen scheinen. 


Versuchsergebnisse. 


Die Ergebnisse der vergleichenden Versuche mit Hefesaft 
unter Zusatz von Traubenzucker, Glycerinaldehyd und Dioxy- 
aceton sind in der nebenstehenden Tabelle I niedergelegt. Aus 
Kolonne 8 geht zunichst hervor, daB bei allen zehn ausge- 
fiihrten Versuchen der Hefesaft préformierte Milchsaure ent- 
hielt und zwar zwischen 0,114 und 0,220 g pro 100 ccm, im 
Durchschnitt 0,1719 g. Soweit sich tiberhaupt Prefsaft mit 
Macerationssaft vergleichen laBt, stimmt dieser Befund mit den 
Angaben von Buchner und Meisenheimer itiberein, welche 
im frischen HefepreBsafte bis zu 0,2°/o Milchsaéure fanden. 

Kolonne 9 zeigt, daf auch ohne Zusatz von Substanz 
zum Hefesaft mit Ausnahme des ganz kurzen 3-Stundenver- 
suches (Vers. 8) beim Stehen Milchséure gebildet wird, wenn 
auch in kleinen Mengen. Uber die Quelle dieser Milchsiure 
li®t sich nichts mit Bestimmtheit aussagen, wenngleich es 
wohl als sicher angesehen werden darf, daf sie im wesent- 
lichen in den Kohlenhydraten der Trockenhefe zu suchen ist. 

In Kolonne 10 ist die bei Traubenzuckerzusatz gefundene 
Menge Milchsiéure aufgefiihrt. Wiederum mit Ausnahme des 
3-Stundenversuches zeigt sich hier eine Steigerung der Milch- 
siurebildung, ein Verschwinden der Milchsiure wahrend 


') Buchner-Hahn, Zymasegirung, 1903, S. 112. 
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der Girung, wie dies von Buchner und Meisenheimer kon- 
statiert wurde, konnte in keinem Falle beobachtet werden. 

Kolonne 11 und 12 zeigen endlich die gefundenen Mengen 
Milchsiiure bei Zusatz von Glycerinaldehyd und Dioxyaceton 
mit dem Ergebnis, da’ sowohl Glycerinaldehyd wie Di- 
oxyaceton im Hefesaft tiberaus starke Milchsiéure- 
bildner sind. In fast allen Fiillen war die Bildung von Milch- 
siure stirker wie bei Traubenzucker, teilweise sogar erheblich 
stirker; bei geringerer Bildung lag dieselbe wohl ausnahmslos 
innerhalb der Fehlergrenzen der Bestimmung. 

Die iiberhaupt neugebildete, also aus den Zusiatzen 
stammende Menge Milchséure zeigt Kolonne 13—15, welche 
die Differenz zwischen der Gesamtmenge Milchséure und der 
nach dem Versuch ohne Zusatz vorhandenen Milchsiiure b 
aulfiihrt. 

In Kolonne 16 ist schlieBlich die Girkraft der verwandten 
Hefesiifte aufgefiihrt; im tibrigen sei auf die detaillierte Tabelle 
und die Besprechung der Ergebnisse der Girkraftbestimmungen 
in der folgenden Abhandlung verwiesen. 

Wir kommen zur Besprechung der einzelnen Versuche. 
Am wenigsten sagen die beiden viertaégigen Versuche 2 und 3. 
Wohl zeigen sie bereits eindeutig das grobe Milchséurebildungs- 
vermégen sowohl von Glycerinaldehyd wie von Dioxyaceton, 
aber iiber den Grad der Angreifbarkeit beider Substanzen sagen 
sie nichts aus. Es scheint, als ob anfangliche Unterschiede sich 
nach dieser Zeit bereits verwischt hiétten und ein Ausgleich 
eingetreten wire. Um so deutlicher spricht der folgende Ver- 
such 4, bei welechem die Versuchsdauer auf 1 Tag beschrankt 
wurde. Wihrend bei diesem Versuche Traubenzucker keinerlei 
Milchsiure gebildet hatte und Dioxyaceton nur Spuren einer 
Vermehrung zeigte, wurden aus Glycerinaldehyd nicht unbe- 
triichtliche Mengen Milchséure gebildet, 8,1°/o der zugesetzten 
Substanz. Versuch 5 zeigt wiederum ohne individuelle Unter- 
schiede eine gleichmifige erhebliche Milchséurebildung aus 
allen drei zugesetzten Substanzen zwischen 11,4 und 11,85°/o 
des Zusatzes. Besondere Beachtung verdient dagegen wiederum 
Versuch 6. Dieser Versuch zeigt bei Glycerinaldehyd die 
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absolut starkste Neubilduug an Milchséure: 0,2295 g auf 
100 ccm Saft resp. 1 g zugesetzten Glycerinaldehyd, also fast 
23°/o der zugesetzten Substanz waren der Girung entzogen 
und in Milchsiure umgewandelt worden! Der Versuch gewinnt 
noch an Bedeutung durch die gleichzeitige Beobachtung, dab 
zwar die Gesamtgiirkraft des angewandten Hefesaftes eine 
sehr gute war (2,1778), dab aber die Angiirung iiberaus lang- 
sam erfolgte, so dali man von einer anfiinglichen Giirungs- 
hemmung sprechen kann: nach 24 Stunden waren erst 0,0814 ¢ 
CO, gebildet, nach 48 Stunden 0,3011 g, also ganz erheblich 
weniger als unter normalen Verhiiltnissen. Uber den Zusammen- 
hang zwischen Girkraft und Milchsiurebildung wird spiter 
noch zu reden sein. 

Auch Versuch 7 ergibt ein aéhnliches Resultat, wenn auch 
lange nicht in so ausgesprochenem Malie. Auch hier ist die 
sildung von Milchséure aus Glycerinaldehyd ganz erheblich 
hiher wie bei den anderen zugesetzten Substanzen, ebenso 
entspricht einer sehr guten Garkraft (2,2282) wiederum eine 
ganz abnorme Garverzégerung (0,0178 g CO, nach 24 Stunden 
und erst 0,0552 g CO, nach 48 Stunden). 

Die relativ gréf%te Zunahme an Milchséure zeigt der 
zugleich kiirzeste Versuch 8. Innerhalb 3 Stunden wurde hier 
aus Glycerinaldehyd, als aus der einzigen der zugesetzten Sub- 
stanzen, die fiir die Kiirze der Zeit nicht unbetrachtliche Menge 
von 0,0428 g Milchsaure gebildet. (Die Spur Milchséure aus 
Dioxyaceton bei diesem Versuche liegt innerhalb der Fehler- 
grenze.) Kin Zusammenhang mit der vergleichsweise geringen 
Giarkraft des angewandten Hefesaftes (0,9564, die geringste 
iberhaupt beobachtete Giarkraft) und der zugleich schwachen 
Angérung (nur 0,2857 g CO, innerhalb der ersten 24 Stunden) 
ist auch hier offensichtlich vorhanden. 

Versuch 9 zeigt bei sechsstiindigem Stehen zwar eine, 
wenn auch innerhalb der Fehlergrenze liegende, geringe Mehr- 
bildung von Milchséure aus Zucker, als aus Glycerinaldehyd, 
welche aber wiederum, wenn auch unerheblich, starker ist, 
als diejenige aus Dioxyaceton. 

Versuch 10 schlieBlich zeigt wieder eine sehr ausge- 
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sprochene Bildung von Milchsdéure innerhalb 6 Stunden, die 
bei Glycerinaldehyd fast doppelt so stark ist als bei Dioxyaceton. 

Versuch 11. Zur Identifizierung der bei der Garung mit 
Hefemacerationssaft erhaltenen Milchséure wurde noch ein 
groBerer Ansatz gemacht und zwar unter Zusatz von Glycerin- 
aldehyd, der nach den vorhergehenden Erfahrungen ja als 
stairkster Milchséurebildner anzusprechen war. 

300 cem Hefesaft wurden mit 3g Glycerinaldehyd und 
3g Kreide unter Zusatz von 6 ccm Toluol in einem mit Sicher- 
heitsaufsatz versehenen sterilen 1 Liter-Erlenmeyer-Kolben 
2 Tage bei Zimmertemperatur stehen gelassen und dann nach 
Schenck gefallt. Vom Schenck-Filtrate wurden nach dem 
Entquecksilbern 1350 ecm, entsprechend 225 ccm Hefesaft resp. 
2,25 g Glycerinaldehyd auf Zinklactat weiter verarbeitet. Nach 
einmaligem Umkrystallisieren aus Wasser und unter Waschung 
mit 75°/oigem Alkohol betrug die Ausbeute an Zinklactat 1,45, 
entsprechend 0,94 g Milchséure resp. 0,4177 g berechnet auf 
100 ccm Hefesaft. Die Gesamtgirkraft des Saftes war 2,5091, 
die Giirkraft nach 24 Stunden 0,1241. 

Die erhaltene Menge Milchséure ist eine maximale und 
iibertrifft noch die des Versuches 6. Auch hier ist die hohe 
Gesamtgiirkraft des verwandten Hefesaftes bemerkenswert, der 
nur eine recht schwache Anfangsgiirung gegenitibersteht. 

Fiir die Analyse wurde das Zinklactat, dessen Loésung 
optisch vollkommen inaktiv war, nochmals aus Wasser um- 
krystallisiert. 

0,2382 g Substanz verloren 0,0424 g H,0O. 
(C,H,O,;),Zn ++ 3H,O. Berechnet H,O: 18,18°/o 
Gefunden » : 17,80°%o. 
0,1959 g Substanz gaben 0,0650 g ZnO. 
(C,H,O,),Zn. Berechnet ZnO: 33,19°/o 
Gefunden » : 33,40°%o. 

Ein anderes Bild zeigen die Versuche mit Brenztrauben- 
siiure, deren Ergebnis aus der Tabelle II ersichtlich ist. Zwar 
nahm bei allen drei angestellten Versuchen die Milchséure- 
bildung sowohl beim Leerversuch wie beim Zusatz von Trauben- 
zucker den typischen, oben geschilderten Verlauf. Dagegen 
wurde bei Zusatz von Brenztraubensdéure in Form ihres 
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Natriumsalzes nicht nur keine Milchsiiure gebildet, sondern es 
konnte sogar bei allen drei Versuchen ein teilweises Ver- 
schwinden vorgebildeter Milchsiure festgestellt werden. Kon- 
trollversuche zeigten, dal} ein durch die Methode etwa bedingter 
Milchséiureverlust in dieser Hodhe vollkommen ausgeschlossen 
war. Die Gesamtgiirkraft der angewandten Hefeséfte war in 
allen drei Fiillen eine gute, ebenso die Anfangsgarung. 

Daf Brenztraubensiure bei der alkoholischen Garung 
keine Milchsiiure gebildet hat, ist im allgemeinen nichts Uber- 
raschendes. Man kann wohl annehmen, da’ ihre auch bei 
Macerationssaft starke Garfiihigkeit, wie sie von Neuberg und 
Rosenthal’) festgestellt wurde, es nicht zu der Nebenreaktion 
der Milchséurebildung kommen lat, wenn tiberhaupt im Hefe- 
saft eine solche aus Brenztraubensiure moglich ist. Schwieriger 
zu erkliren ist das direkte Verschwinden von Milchséure 
beim Zusatze von Brenztraubensdure. Vielleicht liegt hier die 
Stimulierung einer, wenn auch nicht auf dem Hauptwege 
liegenden, so doch vielleicht als Nebenreaktion mOéglichen Milch- 
siiurevergirung durch Brenztraubenséiure vor, bei welcher die 
gartriige Milchsiure in die Gérung hineingezogen wird. 

Freilich ist dies einstweilen nur eine Hypothese, die auf 
ihre HRichtigkeit noch niéher zu priifen ist. Die bereits in 
Angriff genommenen Versuche werden vielleicht zeigen, wie 
man sich den weiteren Abbau der Milchsaure vorzustellen hat. 
Hier sei nur auf die Méglichkeit hingewiesen, dafi er denselben 
Weg nimmt, wie nach der Vorstellung Embdens im Tier- 
kérper, dafs also eine Oxydation zu Brenztraubensiure viel- 
leicht parallel ginge mit einer gleichzeitigen reduktiven Um- 
wandlung von aus brenztraubensadure gebildetem Acetaldehyd 
zu Alkohol. Vielleicht ist es aber auch nur ein direkter Zerfall 
in Alkohol und Kohlensaure, also eine reine Carboxylasewirkung. 
Haben doch Neuberg und Tir?) bei ihren Studien tiber zucker- 
freie Girung gefunden, daB auch Milchsaéure in gewisser Be- 
ziehung «girfahig» ist. Allerdings beobachteten sie im besten 


') C. Neuberg und P. Rosenthal, Biochem. Zeitschrift, Bd. 51, 
S. 128 (1913). 
*) C. Neuberg und L. Tir, Biochem. Zeitschr., Bd. 32, S. 324 (1911). 
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Falle nur eine Kohlensiureentwicklung von 3,5ccm gegen 11 ccm 
unter denselben Versuchsbedingungen bei Brenztraubensaure. 


Zusammenfassung. 


Alles in allem zeigen die Versuche iibereinstimmend, dal} 
bei der zellfreien Garung des Hefemacerationssaftes unter Aus- 
schluii von Bakterien Milchséure als Nebenprodukt der alko- 
holischen Garung gebildet wird. 

Die Steigerung der Milchsaéurebildung bei Zuckerzusatz 
beweist ferner, dali die Annahme von Zucker als Milchsiiure- 
quelle bei der alkoholischen Girung berechtigt ist. 

Die weiterhin sehr erhebliche Steigerung der Milchsiéure- 
bildung bei Zusatz von Glycerinaldehyd und Dioxyaceton zu 
Hefesaft lift die Anschauung als berechtigt erscheinen, daf 
diese beiden Substanzen als Vorstufen der Milchséure bei der 
alkoholischen Giérung in Betracht kommen koénnen. Die be- 
obachtete weitaus raschere und stiarkere Angreifbarkeit des 
Glycerinaldehyds gegeniiber Dioxyaceton liibt vielleicht auch den 
SchluB zu, dab Glycerinaldehyd ebenso wie beim Zuckerabbau 
im tierischen Organismus auch bei der alkoholischen Girung 
die direkte Vorstufe der Milchsaure ist. 

Durch die Tatsache, daB Glycerinaldehyd im Hefemace- 
rationssafte der weitaus stiirkere Milchsiurebildner ist, diirfte 
auch die friiher von Embden, Baldes und Schmitz, sowie 
von Embden und dem Verfasser ausgesprochene Vermutung, 
daf8 Dioxyaceton als Hauptquelle der Girungsmilchséure in 
Betracht komme, wesentlich an Wahrscheinlichkeit verlieren. 

Aus den mitgeteilten Versuchen geht weiterhin hervor, 
daf Brenztraubenséure im Gegensatz zu den Ergebnissen beim 
tierischen Organismus bei der alkoholischen Garung unter den 
gewahlten Versuchsbedingungen als Milchséurequelle wohl nicht 
in Betracht kommen kann. 

Wie erklart sich nun der anscheinende Widerspruch, dal; 
bei bakterienfreier Girung mit lebender Hefe keine Milchsaure 
auftritt? Vielleicht finden wir einen Fingerzeig in einer bereits 
von Pasteur fiir andere Nebenprodukte der alkoholischen 
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Garung entwickelte Ansicht. Obwohl Pasteur’) das gleich- 
miabige Auftreten der Nebenprodukte der Girung innerhalb 
gewisser Grenzen im allgemeinen betont, findet sich doch auch 
der Hinweis, dafi manchmal Ausnahmen auftreten: ein sehr 
langsamer Verlauf der Girung soll Glycerin- und Bernsteinséure- 
bildung begiinstigen, also verminderte Reaktionsgeschwindigkeit 
einer Anhiufung von Nebenprodukten mdglich machen. 

Auch von anderer Seite!) ist spaiterhin eine Abhingigkeit 
des Entstehens der Nebenprodukte von allen méglichen Faktoren 
festgestellt worden. 

Betrachtet man nun die Giirung mit ihren Nebenreaktionen 
als Konkurrenz von Enzymen, so liegt die Frage nahe, welche 
Faktoren in diesen «Konkurrenzkampf» eingreifen kénnen. Es 
besteht nun kein Zweifel, daf sowohl beim HefepreBsaft wie 
beim Hefemacerationssaft die spezifischen Giérungsenzyme, 
welche unter dem Namen Zymase zusammengefabt werden, 
geschidigt resp. geschwacht sind, so daB die Safte schwacher 
und langsamer giren, wiahrend die lebende Hefe im Besitze 
ihrer ungeschwichten Girkraft steht. 

Anderseits scheinen die Fermente, welche bei der Milch- 
siiurebildung beteiligt sind, viel widerstandsfahiger zu sein und 
weit weniger unter der Wirkung der Hefesaftbereitung zu leiden. 

Unter Beriicksichtigung der bekannten Tatsachen und der 
eigenen Beobachtungen kann man deshalb vielleicht den Satz 
aufstellen, daB die Milchséurebildung abhingig ist von der Giir- 
tiichtigkeit der Hefe resp. des Hefesaftes. Die vollstandig in- 
takten Enzyme bei der Girung mit einer Reinkultur lebender 
Hefezellen lassen eine Milchsaéurebildung nicht aufkommen. Je 
mehr dagegen die Girkraft lebender Hefezellen oder eines Hefe- 
saftes geschadigt oder auch nur voriibergehend gehemmt ist, 
desto stiirker ist die Milchsdurebildung. 


') Vgl. Buchner-Hahn, Zymasegarung, S. 216ff. 





Uber die Bildung von Glycerin bei der alkoholischen Garung. 
Von 
Max Oppenheimer. 


(Aus dem stadtischen chemisch-physiologischen Institut zu Frankfurt a. M.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Dezember 1913.) 


Die Anschauungen tiber den Ursprung des Glycerins bei 
der alkoholischen Gérung haben die verschiedensten Wandlungen 
erlebt. Die Annahme von Delbriick’) u. a., daf die Fette und 
Ole der Hefezellen die Quelle des Glycerins seien, wird, wie 
Buchner und Meisenheimer?) mit Recht betonen, durch die 
einfache Uberlegung hinfallig, da® dann unzweifelhaft etwa die 
zehnfache Menge des tatsachlich gebildeten Glycerins an Fett- 
siuren auftreten miisse. Es konnten aber bei entsprechenden 
Versuchen nur Spuren hoherer Fettsiéuren nachgewiesen werden. 

Die von Carracido,*) spater von Felix Ehrlich‘) 
vertretene Anschauung, daB das Glycerin vielleicht den Eiweil- 
kérpern resp. Nucleinsubstanzen der Hefezelle entstamme, hatte 
von Anfang an wenig Wahrscheinlichkeit fiir sich und diirfte 
nach den Ergebnissen der Versuche von Buchner und Meisen- 
heimer, sowie der vorliegenden Arbeit ganz aufzugeben sein. 

Buchner und Meisenheimer (l.c.) hatten schon in 
einer friiheren Arbeit im Gegensatz zu den ersten Unter- 
suchungen von Buchner und Rapp*) gefunden, daf ebenso 





1) M. Delbriick, Wochenschr. f. Brauerei, Bd. 20, S. 66 (1903). 
— Maercker-Delbriick, Spiritusfabrikation 1903, S. 45. 

2) E. Buchner und J. Meisenheimer, Ber. d. dtsch. Chem. Ges., 
Bd. 39, S. 3203 (1906). 

3) R. Carracido, Ref. Biochem. Zentralbl., Bd. 3, S. 439 (1904 
bis 1905). 

*) F. Ehrlich, Biochem. Zeitschr., Bd. 18, S. 423 (1909). 

5) E. Buchner und R. Rapp, Ber. d. dtsch. chem. Ges., Bd. 34, 
S. 1526 (1901). — Vgl. auch Buchner-Hahn, Zymasegiarung, 1903, 
S. 216 ff. 
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wie bei der Girung mit lebender Hefe Glycerin auch bei der 
zellfreien Garung in erheblichen Mengen gebildet wird. Die 
Autoren nahmen bereits damals an, dafii diese Substanz aus 
Zucker entstehe, «nicht als direktes Nebenprodukt der Zucker- 
spaltung in Alkohol und Kohlensaure, sondern durch einen ge- 
sonderten Vorgang>. 

Zur Aufklirung der Frage, ob die Bildung des Glycerins 
tatsiichlich auf Kosten von Zucker erfolge, dienten dann weitere 
Versuche. Hierbei fanden nun Buchner und Meisenheimer,') 
daf} bei der Garung durch Hefeprefsaft nach Zusatz von Trauben- 
zucker erhebliche Mengen von Glycerin, némlich 5—6°/o des 
verbrauchten Zuckers, entstanden, wiihrend bei der Selbstgirung 
die fiir Glycerin gefundenen Zahlen um ein Geringes in die 
Héhe gingen, elwa um so viel, wie der hierbei vergorenen 
Zuckermenge entsprach. 

Uber den weiteren Mechanismus der Glycerinbildung aus 
Zucker bei der alkoholischen Giirung sprachen sich bereits 
Buchner und Meisenheimer dahin aus, da wohl die sechs- 
gliederige Glukosekette in dreigliederige Kohlenstoffketten ge- 
spalten werde, wobei die hypothetische Annahme der inter- 
mediiren Bildung von Dioxyaceton als die geeignetste erscheine, 
welch letzteres durch Reduktion leicht in Glycerin tibergeftihrt 
werden konne. 

An die Moglichkeit der Bildung von Glycerin im tierischen 
Organismus durch Reduktion der ersten Zuckerspaltungsprodukte 
Dioxyaceton und Glycerinaldehyd dachten Parnas und Baer,?) 
sowie auch I. Smedley.*) Etwa gleichzeitig und unabhingig 
von genannten Forschern unterzogen Embden, Schmitz und 
Baldes*) die Frage der Glycerinbildung im TierkOrper einer 
experimentellen Priifung und kamen zu dem Ergebnis, dafi 
Glycerinaldehyd durch lebensfrischen Organbrei und in der 


') KE. Buchner und J. Meisenheimer, Ber. d. dtsch. chem. Ges. 
Bd. 43, S. 1782 (1910). 

*) J. Parnas und J. Baer, Biochem. Zeitschr., Bd. 41, S. 397 (1912). 

*) I. Smedley, Journ. of physiol., Bd. 45, S. 203 (1912), 

4) G. Embden, E. Schmitz und K. Baldes, Biochem, Zschr., 
Bd. 45, S. 174 (1912). 
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kiinstlich durchbluteten Leber in Glycerin umgewandelt werden 
kann. Da Glycerinaldehyd allem Anscheine nach in gréBter 
Menge beim Abbau des Traubenzuckers im tierischen Organis- 
mus entsteht, glauben die Autoren, daf hiermit die wesentlichste 
Quelle des vom Tierkérper neu gebildeten Glycerins auf- 
geklart sei. Ob die Reduktion des Glycerinaldehyds zu Glycerin, 
wie es nach den Untersuchungen von Parnas') sehr méglich 
erscheint, nach dem Typus der Cannizaroschen Reaktion mit 
einer gleichzeitigen Oxydation von Glycerinaldehyd zu Glycerin- 
siure verkniipft ist, wurde nicht untersucht. Ebenso wurde 
die Priifung des Verhaltens von Dioxyaceton in bezug auf 
Gilycerinbildung im tierischen Organismus fiir spater vor- 
behalten. 

Im Gegensatz zu den experimentell begriindeten An- 
schauungen von Embden, Schmitz und Baldes iiber die 
Glycerinbildung stehen die rein theoretischen Vorstellungen von 
Neuberg und seinen Mitarbeitern iiber diese Frage. Neuberg 
und Kerb?) nehmen an, dab das von ihnen als Zwischen- 
stufe des Zuckerzerfalls postulierte Methylglyoxal der Canni- 
zaroschen Umlagerung unterliege, wobei Brenztraubensaure 
einerseits, brenztraubenalkohol (Acetol) anderseits entsteht. Die 
Enolform des Acetols soll dann durch Wasseraufnahme in 
Glycerin ubergehen. Nach dem von Neuberg (lI. c.) neuer- 
dings aufgestellten Garungsschema kime in der Tat Methyl- 
glyoxal als Quelle des Glycerins in Betracht. Aber es ist hierzu 
zu bemerken, dal, selbst wenn Methylglyoxal im Hefesaft 
Glycerin bilden wiirde, was experimentell noch nicht festgestellt 
ist, und zum mindesten fiir Organbrei, der sich bei Glycerin- 
aldehyd als starker Glycerinbildner erwiesen hatte, nach einem 
orientierenden Versuch des Verfassers sogar fraglich erscheint, 
die Reaktion nicht unbedingt iiber Acetol gehen miifte. Statt 
primare Reduktion und sekundire Hydratisierung anzunehmen, 
kénnte auch der umgekehrte Fall vorliegen: Wasseranlagerung 

‘') J. Parnas, Biochem. Zeitschr., Bd. 28, S. 274 (1910). 

*) C. Neuberg und J. Kerb, Zeitschr. f. Garungsphys., Bd. 1. 
S. 118 (1912). — Vgl. auch C. Neuberg, Die Girungsvorginge und der 
Zuckerumsatz der Zelle, Jena 1913. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXX XIX, 0 
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an die Enolform des Methylglyoxals und Reduktion des ge- 
bildeten Glycerinaldehyds : 


CH, CH,OH _ 
A il + H,0 | ee 
/ @-» Ga “<s 

CH, i | | = CH,OH 
| CHO CHO “S 
CO Glycerinaldehyd CHOH 
| ' CH. CH. | 
ao \*y | “i yee" s(CH,OH 
Methyl- a Y came _ ol Glycerin 
u . N 
Gyome CH,OH CH,OH 

Acetol 


Dem Umstande, dafi Methylglyoxal ja nichts anderes ist 
als eine Anhydroverbindung des Glycerinaldehyds, scheint tiber- 
haupt zu wenig Rechnung getragen zu werden. Im Grunde 
genommen sind vielleicht alle Reaktionen des Methylglyoxals nichts 
anderes als solche des Glycerinaldehyds auch und umgekehrt. 

Anders verhalt es sich bei dem bereits in der voran- 
stehenden Arbeit erwihnten, wohl einfacheren Schema, welches 
v. Lebedew') aufgestellt hat, und welches allen bisher be- 
kannten Tatsachen der Girungserscheinungen auch vollkommen 


gerecht wird. ?) 
Nach v. Lebedew aerfallt in bekannter Weise Hexose 


zunachst in je ein Molekiil Glycerinaldehyd und Dioxyaceton, 


') A. v. Lebedew und N. Griaznoff, Ber. d. dtsch. chem. Ges., 
Bd. 45, S. 3270 (1912). 

*) Neuberg nimmt bei seiner Erklarung der Girungserscheinungen 
allein drei verschiedene Cannizarosche Umlagerungen ein und derselben 
Substanz — des Methylglyoxals — an, die tibliche Cannizarosche 
Umlagerung zwischen zwei gleichen Molekiilen zur Erklarung der Glycerin- 
bildung, einen <gemischten»> Cannizaro zwischen zwei verschiedenen 
Aldehyden fiir die oxydative Entstehung der Brenztraubensaure aus Methyl- 
glyoxal und die Reduktion des Acetaldehyds zu Alkohol, was im Grunde 
genommen nichts anderes ist als das, was friihere Autoren als «gekoppelte 
Reaktion» bezeichnet haben, und schlieflich einen neu eingefiihrten, so- 
genannten <«inneren» Cannizaro zur Deutung der Milchséurebildung aus 
Methylglyoxal, fiir welche Reaktion bereits friiher Nef (Annalen, Bd. 357, 
S. 305 (1907)) die mindestens ebenso wahrscheinliche, aber durch chemische 
Analogie gestiitzte Theorie der Benzils4ure-Umlagerung herangezogen 


hatte. 
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welche wiederum beide als Vorstufen des Glycerins in Betracht 
kommen koénnen. 

Nachdem von diesen beiden Substanzen die eine von 
Embden, Schmitz und Baldes als Glycerinbildner im Tier- 
korper erkannt, die andere von Buchner und Meisenheimer 
als Vorstufe des Glycerins bei der Zuckergirung theoretisch 
angenommen wurde, lag es nahe, auch experimentell zu priifen, 
ob die eine oder andere dieser Substanzen, resp. ob beide im- 
stande sind, mit Hefe resp. Hefesaft Glycerin zu bilden, wobei 
Wert darauf gelegt wurde, durch vergleichende Untersuchungen 
mit den beiden genannten Substanzen und mit Traubenzucker 
quantitative Unterschiede festzustellen. 


Methodik. 


Die Versuchsanordnung war genau dieselbe wie bei den 
Versuchen tiber Milchséurebildung in der voranstehenden Mit- 
teilung. In 3 Versuchen wurden je 3 Ansatze von 50 ccm Hefe- 
macerationssaft mit je 1°/o Substanz = 0,5 g Traubenzucker, 
Glycerinaldehyd und Dioxyaceton und 2°/o Toluol, entsprechend 
1cem (Verss. T, G und D), sowie 1 Ansatz ohne Substanz 
(Vers. B) 4 Tage, resp. im letzten Versuche 1 Tag, bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen und dann nach Schenck gefiillt. 
Eine fiinfte Portion Hefesaft wurde zur Bestimmung des vor- 
gebildeten Glycerins sofort gefallt (Vers. A). Bei 2 Versuchen 
wurden noch Kontrollbestimmungen angesetzt, bei welchen vor 
der Sublimatfallung Glycerinaldehyd resp. Dioxyaceton zugesetzt 
wurde (Verss. A; und Ap). 

Von den entquecksilberten Schenck-Filtraten wurden 
dann jeweils 150 ccm, entsprechend 25 ccm Hefesaft, zur 
Glycerinbestimmung verwandt. Bei kolloidalen Lésungen, wie 
sie bereits in der voranstehenden Mitteilung erwéhnt sind, war 
zur Erleichterung der Fallung der Zusatz eines gleichen Volu- 
mens Alkohol nétig. Die weitere Verarbeitung der Filtrate er- 
folgte genau nach den von Embden, Schmitz und Baldes 
ausgearbeiteten Vorschriften. Die Beseitigung des Glycerin- 
aldehyds und des Dioxyacetons nach der ersten Alkoholfillung 
geschah stets mit frisch gefalltem Silberoxyd. Lediglich am 


5* 
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Schlusse der Bestimmung erfolgte eine kleine Abanderung in 
der Art, daf& nicht ein aliquoter Teil der eingeengten Flissig- 
keit, sondern das ganze Quantum in das Strittar-Kolbchen 
iibergefiihrt, auf etwa 5 ccm eingeengt und dem Zeisel- 
Fantoschen Verfahren unterworfen wurde. Im wtbrigen sei 
wegen der Methodik wiederholt auf die erwahnte Arbeit von 
Embden, Schmitz und Baldes verwiesen. 


Versuchsergebnisse. 

Die Ergebnisse der Versuche sind aus der nebenstehenden 
Tabelle I ersichtlich. Kolonne 4 zeigt, dai in dem angewandten 
Macerationssafte zwischen 0,17 und 0,25°/o vorgebildetes Gly- 
cerin vorhanden war. Aus Kolonne 5 ersieht man, dai beim 
Stehen des Hefesaftes der Glyceringehalt (&hnlich wie bei der 
Milchsiiure) um ein geringes zunimmt, im Durchschnitt etwa 
um 0,04°/o, eine Tatsache, die auch von Buchner und Meisen- 
heimer (I. c.) beobachtet wurde. Die nichste Kolonne (6) zeigt 
dann eine betrichtliche Mehrbildung an Glycerin bei Zusatz 
von Traubenzucker, die noch gesteigert wird bei Zusatz von 
Glycerinaldehyd (Kolonne 7) und schliefSlich am starksten ist 
bei Zusatz von Dioxyaceton (Kolonne 8). Die Neubildung an 
Glycerin betrug bei Zusatz von Traubenzucker zwischen 3 und 
12°/o des Zusatzes (Kolonne 10), bei Glycerinaldehyd zwischen 
9,4 und 15°/o, bei Dioxyaceton schlieBlich zwischen 11,7 und 
19,2°/o des Zusatzes! (Kolonne 12 und 14). 

Betrachtet man die einzelnen Versuche unter Bertick- 
sichtigung der Giirkraft der angewandten Hefesiifte, so ergeben 
sich auch hier, dhnlich wie bei der Milchséurebildung, inter- 
essante Gesichtspunkte. 

Bei Versuch I zeigt sich vor allem das enorm- hohe 
Glycerinbildungsvermégen des Dioxyacetons, welches bei diesem 
Versuche doppelt so grof ist wie bei Glycerinaldehyd und das 
Sechsfache betriigt wie bei Traubenzucker. Der héchsten Glycerin- 
bildung (19,2°/o der zugesetzten Substanz) steht hier die ge- 
ringste Garkraft des Saftes gegeniiber (etwa 1,05). 

Weniger auffillig sind die Verhiltnisse bei Versuch II: 
normale Giirkraft des Saftes, ziemlich gleichmabige Glycerin- 
bildung bei allen drei Substanzen. 
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Wiederum sehr charakteristisch ist dagegen Versuch III. 
Obwohl der Versuch nur einen Tag dauerte, zeigte er eine 
relativ hohe Glycerinbildung mit deutlichem Anstieg von Trauben- 
zucker tiber Glycerinaldehyd zu Dioxyaceton. Die trotz der 
enorm hohen Giirkraft (2,9736) tiberaus schlechte Angiérung 
bei diesem Versuche (0,0054 g CO, nach 24 Stunden) erklart 
vielleicht die fiir die kurze Versuchsdauer betrachtlich zu 
nennende Glycerinbildung. 

Ein Vergleich von Kolonne 14 und 15 zeigt endlich, dab 
bei den 3 vorliegenden Versuchen die Glycerinbildung aus 
Dioxyaceton um so stirker ist je geringer die Garkraft. 


Zusammenfassung. 


Die Versuchsergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen 
die von Buchner und Meisenheimer beobachtete Tatsache 
der Glycerinbildung aus Traubenzucker im Hefesafte. 

Sie zeigen weiter, daf bei der alkoholischen Gérung im 
Hefemacerationssafte sowohl Dioxyaceton wie Glycerinaldehyd 
iiberaus starke Glycerinbildner sind. Die namentlich in einem 
Kalle stark tiberwiegende Glycerinbildung aus Dioxyaceton laBbt 
es als wahrscheinlich erscheinen, daf die bereits von Buchner 
und Meisenheimer ausgesprochene Vermutung, dab Dioxy- 
aceton als Hauptquelle des Glycerins bei der alkoholischen 
Girung in Betracht komme, zutrifft. 

Ebenso wie bei der Milchséurebildung wurde eine auf- 
fallende Beziehung auch zwischen der Glycerinbildung und der 
Giirkraft des Hefesaftes beobachtet. Man darf auch hier viel- 
leicht annehmen, daf dies keine Zufilligkeiten sind, sondern 
man kann wohl sagen, daB auch die Glycerinbildung eine in 
ihrem Umfange von der Girkraft der Hefe resp. des Hefesaftes 
abhiingige Nebenreaktion der alkoholischen Garung ist. Es ist 
also auch die Glycerinbildung, ganz im Sinne der, wie in der 
voranstehenden Abhandlung erwiéhnt, bereits von Pasteur 
und dann wiederholt von spiteren Autoren!) fiir die Zellen- 
girung ausgesprochenen Anschauungen, um so starker, Je 


') Vgl. Carl Oppenheimer, Die Fermente, 4. Aufl., (1913), Bd. 2, 
S. 685. 
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schwiicher die Giirkraft der angewandten Hefe resp. des Hefe- 
saftes ist. 

SchlieBlich soll noch eine Zusammenstellung die beob- 
achtete Abhingigkeit der Glycerinbildung von der zugesetzten 
Substanz einerseits, der physiologischen Beschaffenheit der Hefe 
resp. des Hefesaftes anderseits deutlich machen. 

Gefundene Mengen Glycerin in Prozent vom Zusatz 

bei der Girung. 
2,5— 3,6°/o bei Zuckergirung durch lebende Hefe (Pasteur) 
v0 


— 6°%o  » > »  Hefeprefsaft (Buchner und 
Meisenheimer) 
3 —12%  » ° » Macerationssaft 
94—15°%o  » Gilycerinaldehydgiirung durch Macerationssaft 
11,7—19,2°%o »  Dioxyacetongirung » » 





Anhang. 


Girkraft und Selbstgérung des Hefemacerations- 
saftes. 


In der vorliegenden, sowie in der vorangehenden Mit- 
teilung wurde bereits wiederholt vor allem die Giarkraft der 
verwandten Hefemacerationssiéfte erwéhnt. Da die bei den 
einzelnen Versuchen gemachten Beobachtungen tiber Garkraft 
und Selbstgérung des Hefemacerationssaftes die Angaben friiherer 
Autoren, vor allem v. Lebedews selbst, nicht nur bestiitigen, 
sondern auch teilweise in nicht unwichtigen Punkten erganzen 
und berichtigen, dirfte eine vergleichende Zusammenstellung 
der Ergebnisse von Interesse sein. 


Girkraft des Hefemacerationssaftes. 


Um die Qualitét des fiir die einzelnen Versuche ver- 
wandten Hefemacerationssaftes zu kontrolliern, wurden bei 
jedem Versuche gewichtsanalytische Girkraftsbestimmungen 
nach Buchner!) vorgenommen, also mit 20 ccm Hefesaft 
+ 8g Rohrzucker + 0,2 cem Toluol in einem Erlenmeyer- 
Kélbchen mit Meisselschem Giarverschlufs. Die einzelnen Wii- 





') Buchner-Hahn, Zymasegirung, 1903, 5. 80 ff. 
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gungen wurden fast ausnahmslos nach 24 Stunden und nach 
+ Tagen, in den meisten Fillen auch nach 2 und 3 Tagen ge- 
macht, auberdem zur Bestimmung der Gesamtgarkraft auch 
nach dem vierten Tage tiglich bis nach beendeter Garung, 
also bis keine Gasentwicklung mehr stattfand und innerhalb 
24 Stunden das Gewicht konstant blieb. Vor jeder Wagung 
wurde das Kélbchen zur Vermeidung von CO,-Ubersittigung 
vorsichtig geschiittelt,!) dagegen nach dem Vorbilde von 
Buchner von einer Kohlensaureverdriingung durch Luft ab- 
gesehen. Hierdurch sind die Zahlen zwar nicht absolut genau, 
aber die Fehler sind unbedeutend, und vor allem sind die Zahlen 
unter sich vergleichbar. Die zur Darstellung der Macerations- 
siifte verwandten Trockenhefen entstammten verschiedenen 
Sendungen der Firma Schroder in Miinchen. In der neben- 
stehenden Tabelle Il, welche die Ergebnisse der Bestimmungen 
zusammenfaBt, sind jeweils die aus ein und derselben Trocken- 
hefe bereiteten Sifte zusammengestellt. 

Es bestiitigt sich nun, wie tibrigens nicht anders zu er- 
warten war, dafi bei Anwendung derselben Trockenhefe die 
Gesamtgirkraft innerhalb geringer Grenzen stets dieselbe ist. 
Ks zeigt sich aber auch gleichzeitig, dai, trotzdem die 
Trockenhefe nach Angaben des Fabrikanten stets aus der- 
selben Miinchener untergiérigen Hefe und stets médglichst 
gleichmabig hergestellt wird, die Gesamtgirkraft bei Anwen- 
dung verschiedener Trockenhefen eine sehr unterschiedliche 
ist. In den vorliegenden Versuchen schwankte sie zwischen 
00,9564 und 2,9736, zeigte also eine nicht unbetrachtliche Span- 
nungsbreite. 

Weit wichtiger dirfte jedoch eine andere Beobachtung 
sein, welche die Kontrolle der Anfangsgirung (nach 24 Stunden) 
ergab. Es zeigte sich namlich, daB die Anfangsgiarung voll- 
kommen unabhangig ist von der Gesamtgirung. Der 
durchschnittlichen Gesamtgaérung von etwa 2,2 entsprach zwar 
eine durchschnittliche Anfangsgérung von etwa 0,4, aber es 
wurde wiederholt beobachtet, da einer sehr hohen Gesamt- 


') Vgl. Harden und Young, Bioch. Zeitschrift, Bd. 40, 5. 461, 
Anm. (1912). 
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In 20 ccm Hefesaft +- 8 g Rohrzucker -+- 0,2 g Toluol. 


once 











EE IER SO IE ne RE ENR SN BERL ORO SN SR nies eS 


Tem- Kohlendioxyd in g CGarungs- 
Nr. | Datum | pera-] nach | nach | nach | nach | nach eee 
S - L S beendeter in 
tur [24 Std. hte td. 72 Std. 96 Std. Gurung Tagen 
1912 | | | | 
1 | 26./X1. 0,3580 0,7870 1,1952) 1,5582) = — - 
2 | 2./XII. 0,3600, 0.7946 1.1586) 1,4510 1,9800 8 
3 1 10,XIL. 0,3708 0,7682 1,1690, — | 2.1268 9 
4 | 17./XI1. 0,4358) 0,7880| 1,0772 1,2950) 1,9892 10 
1913 | 
51 7/1 0,4020) 0,7628| 1,0910 1,3000 11,9154 9 
6 | 17,/1. 0.4486] — | 1,2358 14400) 1,8278 | 10 
| . Zim- 7 bid 
7 | 24/1. 0,0814| 0,011) 0,5616 0,8378 2.1778 | 14 
8 | 28/1. 0,0178) 0,0552' 00,1940 — | 2.2982 16 
91 6 |" f{ostool — | ~— ogi72 22910 | 23 
| 
io] S8/l. |... 10,2857; — bahia sien 0,9564 12 
14] 24,/10. 0,2796| — 0 7218 0.8886  1,0622 7 
12 | 3./IID. 0.2920) 0,7402 0,9002 1,0404) 1,1302 8 
-_ pera- _— I 
13] 3/IV. 0,3390/ — | 1,2062)1,4846 2,1674 14 
14] 8/IV. |, 10,5424) 0,9574 1,2836 1,5606 2,1232 11 
15 | 16./IV. 0,3636 08946 — | 1,5661 2,0450 11 
; a = : _| : ; aie 
16 | 28./IV. 05874) 12184) — |1,9604 2.4830 16 
17 | 14,/V. 0,6016| 12546, — |1,8354 2.4516 10 
8 | 26,/V. 0,8062) 1,4450 1.85101 2 2.0644 2.1864 12 
i9 | 10. MI 0,3800 0,962) 13630) — 2.2804 13 
20 | 20./VI. 0,00541 — | 1,3606) 1,8620, 2,9736 20 
21 | 24,/VI. 0.1241 0,7639) 1,3325| 1,6211 2.5091 165 
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giirkraft eine auffallend niedrige Anfangsgérung gegentberstand, 
wie z. B. die Versuche 7—9 und 20—21 zeigen. Die eigentliche 
Girung beginnt manchmal erst nach einigen Stunden, ja sogar, 
wie in Versuch 8, erst in einigen Tagen. Daf in diesem letzten 
Versuche nicht etwa lediglich eine Invertasehemmung vorlag, an 
welche man ja denken kénnte, zeigte eine eigens, allerdings 
einen Tag spiiter angesetzte Kontrollbestimmung mit Trauben- 
zucker statt Rohrzucker, welche ebenfalls erst nach 3 Tagen 
in Gérung kam, dann aber reguliir weiter gor. Der 24stiindige 
Aufenthalt des Hefesaftes im Eisschranke hatte also dessen 
Girkraft nicht beeintrachtigt. 

Auch v. Lebedew') beobachtete bei seinen Versuchen 
iihnliche Giirverzégerungen, ohne jedoch festzustellen, dab bei 
geniigend langer Garung schlieflich doch noch eine normale, 
oder gar aubergewOhnlich hohe Gesamtgirkraft eintreten 
kann. Die Zeit der langsamen Angiérung hat v. Lebedew 
treffend mit der Induktionsperiode verglichen, welche bei 
gewissen chemischen Prozessen beobachtet wird, und vorge- 
schlagen, die «Periode der Triégheit, welche der eigentlichen 
Gérung vorangeht und welcher dann eine Steigerung der Re- 
aktionsgescwindigkeit folgt» (l.c.,S. 20), ebenfalls Induktions- 
periode zu nennen. 

Umgekehrt zeigte ein Fall (Versuch 18) eine geradezu 
stiirmische Angérung, ohne daf dabei die Gesamtgiirkraft den 
Durchschnitt iiberboten hatte. Auffallend ist hier, da8 ein 
zweiter Saft aus derselben Trockenhefe zwar die gleiche 
Gesamtgiirkraft, aber nur die halbe Anfangsgirung aufweist. 
Ein ahnlicher Fall liegt bei Versuch 14, verglichen mit Ver- 
such 13 und 15, vor. . 

Die Gérungsdauer schwankte zwischen 7 und 23 Tagen. 
Es zeigte sich dabei, da bei schlechter Angirung die Garung 
um so linger dauerte (Versuch 7—9 und 20—21). 

In den meisten Fillen war nach 4 Tagen etwa 2/3 der 
Gesamtgirkraft erreicht, aber wie Versuch 7 und 9 einerseits, 
Versuch 10—12 anderseits zeigen, gibt es auch hier indivi- 
duelle Schwankungen nach oben und nach unten. 


') A. v. Lebedew, Annales de I'Inst. Pasteur, Bd. 26, S. 8 (1912). 
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Bei diesen Verschiedenheiten im Verhalten des Mace- 
rationssaftes, welche sich hier allein in bezug auf Giirkraft 
zeigten, kann nicht nachdriicklich genug betont werden, dab 
es bei allen Versuchen, welche mit Hefemacerationssaft ange- 
stellt werden, eine absolute Notwendigkeit ist, vollstiandige 
Giirkraftbestimmungen durchzufiihren und zwar in bestimmten 
Abstiainden bis zur beendeten Garung, wiahrend die Angabe der 
Gesamtgiirkraft, wie sie auch v. Lebedew’) selbst neuerdings 
fiir Versuche mit Macerationssaft fordert, allein nicht geniigen 
diirfte. Der Beginn der ersten Bestimmung muB8 sich selbst- 
verstiindlich nach der zeitlichen Dauer des Versuches richten. 
Wie wichtig unter Umstanden solche Feststellungen sein kénnen, 
zeigen die Ergebnisse der eigenen Versuche in der vorliegenden 
und in der voranstehenden Mitteilung. Sie zeigen auch gleich- 
zeitig, dai bei Versuchen mit Macerationssaft stets mehrere 
Versuche, bei kurzdauernden Versuchen mdglichst mit Siften 
aus verschiedener Trockenhefe, gemacht werden miiiten, wenn 
die Resultate nicht unter Umstanden ihre Beweiskraft verlieren 
sollen. Dafi Vorherrschen des einen oder anderen der ver- 
schiedenen Enzyme scheint jeden Reaktionsverlauf im Hefe- 
safte wesentlich zu beeinflussen, so daf nur vergleichende 
Versuche unter gleichzeitiger Kontrolle der Giirkraft, also der 
Tatigkeit der Hauptenzyme, zulassig sein diirften. 


Selbstgirung des Hefemacerationssaftes. 


v. Lebedew?) betont, daB Hefemacerationssaft glykogen- 
frei sei und deshalb keine Selbstgdérung besitze. Diese An- 
gabe wird von Kostytschew und Hiibbenet’) sowie von 
Neuberg und Rosenthal*) bestiitigt. 

Eigene Beobachtungen ftihrten jedoch zu einem abweichen- 
den Ergebnis: bei einer gréBeren Anzahl von Hefemacerations- 
siften konnte Selbstgiirung festgestellt werden, welche, wenn 


') A. v. Lebedew, Biochem. Zeitschr., Bd. 46, S. 485 (1912). 

*) A. v. Lebedew, Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 452 (1911). 

*) S. Kostytschew und E, Hiibbenet, Diese Zeitschrift, Bd. 79, 
S. 370 (1912). 

*) C. Neuberg und P. Rosenthal, Biochem. Zeitschrift, Bd. 51, 
S. 139 (1913). 
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nicht von Glykogen selbst, so doch zum mindesten von durch 
(ilykogenverzuckerung gebildetem Kohlenhydrat herrithren muf. 
Dafi die Trockenhefe als solche Glykogen, wenn auch in ge- 
ringen Mengen, enthalt, zeigt ja schon das bei der Darstellung des 
Hefesaftes bereits erwihnte, manchmal sehr starke Schaiumen, 
welches ja nicht anders gedeutet werden kann, als durch CO,- 
Entwicklung infolge von Selbstgirung. Auch Neuberg’) be- 
tont, daf der frische Hefemaceratinossaft «seiner Darstellung 
nach ja mit CO, gesiittigt ist». Und Kostytschew?) erklart 
den stindigen Alkoholgehalt seines Hefesaftes durch Selbst- 
girung der Trockenhefe. Dali das Ausgangsmaterial ftir die 
Schrodersche Trockenhefe, die Miinchner untergirige Bier- 
hefe Glykogen enthilt, hat Will*) gezeigt. Es mag nun sein, 
dafi hiaufig oder sogar meistens bei der Darstellung des Hefe- 
saftes schon das wenige Glykogen vollkommen vergoren wird, 
in anderen Fillen aber, und darauf soll eben hingewiesen 
werden, scheint doch noch ein mehr oder weniger grofer Rest 
an natiirlichem oder verzuckertem Glykogen zu bleiben, wie 
die in der nebenstehenden Tabelle III zusammengestellten Selbst- 
giirungsbestimmungen zeigen. 

Die Selbstgarungsbestimmungen wurden bei den Girkraft- 
bestimmungen durch Ermittlung des Gewichtsverlustes von 
Macerationssaft beim Stehen genau nach Buchner (s. 0.) durch- 
gefiihrt. Die Wagungen wurden zeitlich weniger regelmabig 
gemacht, weil es nicht so sehr darauf ankam, den zeitlichen 
Verlauf der Selbstgiirung zu beobachten, als tiberhaupt eine 
(:O,-Bildung festzustellen. Die in der Tabelle aufgefiihrten 
Zahlen bedeuten CO, in g, die in Klammern befindlichen Zahlen 
die Tage, nach welchen die Wagung erfolgte. Die Versuchs- 
nummern entsprechen den Géarkraftbestimmungen desselben 
Saftes, welche jeweils gleichzeitig angestellt wurden. 

Die Tabelle lehrt, daB von insgesamt 13 Bestimmungen 
2 Hefesiifte keine Selbstgaérung aufweisen (7 u. 13) und 3 Hefe- 
siifte lediglich Spuren einer CO,-Entwicklung (8,11 u. 17), welche 

1) C. Neuberg, Biochem. Zeitschr., Bd. 51, 5. 506 (1913). 


?) S. Kostytschew, Diese Zeitschrift, Bd. 83, S. 96 (1913). 
*) Vel. Buchner-Hahn, Zymasegarung, 8. 93. 
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Tabelle IIL. 


Selbstgarungsbestimmungen nach Buchner. 
Je 20 ccm Hefesaft -- 0,2 Toluol. 








Nr. Kohlendioxyd in g nach (x) Tagen 





4 | 0,0034 (1), 0,0044 (2), 0,0062 (3), 0,0104 (4), — 0,1298 (10) 

5 | 0,0066 (1), 0,0128 (2), 0,0218 (3). 0,0284 (4), —0,0660 (9) 

5 0,0066 (1), 0,0180 (8), 0,0210 (4), 0.0382 (7), 0.0686 (10) 

7 | 0,0000 (4) 

S$ | 0,0100 (9) 

10 | 0.0460 (12) 

i 0,0012 (1), 0,0012 (3) 

- 0,0156 (3) 

12 0,0024 (6 St.), 0,0082 (1), 0,0518 (8) 

13, 0,0000 (1), 0,0000 (3) 

15 ~—«,:0,0066 (1), 0,0158 (9) 

16 0,0116 (2), 0,1238 (6) | Trockenhefe aus 2 verschiedenen 

17 0,0008 (1), 0,0060 (10) f Biichsen einer Sendung ! 
vielleicht nur aus einer urspriinglichen CO,-Ubersiittigung des 
Hefesaftes von der Darstellung herstammen, also wohl zu ver- 
nachlissigen sind. Alle anderen Hefesifte aber zeigen eine 
deutliche Selbstgérung, zwei davon (4 u. 16) sogar eine so 
starke, daf sie der von Buchner fiir Hefeprefisaft konstatierten 
gleichkommt. 

Ob sich untergiirige und obergiirige Trockenhefe ver- 
schieden verhilt, wie weit die Rasse, wie weit sonstige Fak- 
toren z. B. geringfiigige Anderungen in der Herstellung der 
Trockenhefe und des Hefesaftes die Selbstgiirung des Hefe- 
macerationssaftes beeinflussen, mtibte erst des genaueren unter- 
sucht werden. Hier sei jedenfalls festgestellt, dafi die Angabe, 
Hefemacerationssaft sei glykogenfrei resp. ohne Selbstgirung, 
in dieser allgemeinen Form unrichtig zu sein scheint, und des- 
halb bei solchen Versuchen mit Hefemacerationssaft, wo der 
Glykogengehalt oder, allgemein gesprochen, die Selbstgirung 
des Saftes das Resultat beeinflussen kénnte, eine gleichzeitige 
Selbstgérungsbestimmung notwendig ist. 








Uber die Umwandlung von Lavulose in Dextrose 
in der kiinstlich durchstrémten Leber. 
Von 
S. Isaac. 





Mit 5 Kurvenzeichnungen im Text. 


(Aus dem chemisch-physiologischen Institut zu Frankfurt a. M.) 
(Der Redaktion zugegangen am 9. Dezember 1913.) 


Es ist bekannt, daf zwischen den Aldo- und Ketozuckern 
der Hexanreihe in chemischer und biologischer Hinsicht enge 
Beziehungen bestehen. Lobry de Bruyn und Alberda van 
Eckenstein konnten schon vor lingerer Zeit zeigen, daf in 
vitro unter Einwirkung von Alkalien strukturell zusammen- 
gehorige Zucker ineinander umgelagert werden. 

In einer kiirzlich erschienenen Arbeit haben Embden, 
Schmitz und Wittenberg!) die Stellung der Ketozucker zu 
den Aldehydzuckern von physiologischen Gesichtspunkten aus 
besprochen. Auf Grund der von ihnen gemachten Feststellung, 
daB bei der Durchstr6mung der tiberlebenden Leber mit in- 
aktivem Glycerinaldehyd unter Beteiligung der unnatiirlichen 
Komponente desselben d-Sorbose entsteht, auBerten sie die 
Vorstellung, dafi auch die Synthese von d-Glukose aus natiir- 
lichem Glycerinaldehyd unter intermediarer Bildung einer der 
Glukose entsprechenden Ketose d. h. von d-Lavulose erfolgen 
kénne. Sie wiesen dabei schon auf das wesentliche Ergebnis 
der vorliegenden Arbeit hin, daB in der iiberlebenden Leber 
eine Umwandlung von d-Liavulose in d-Glukose tatsichlich statt- 
findet. 


!) Embden, Schmitz u. Wittenberg, Uber synthetische Zucker- 
bildung in der kiinstlich durchstrémten Leber, Diese Zeitschrift, Bd. 88, 


S. 210, 1913. 
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Die folgenden Versuche, welche dies zeigen, wurden in 
der Weise ausgefiihrt, dafi tiberlebende Hundelebern mit ge- 
waschenen Blutkorperchen unter Lavulosezusatz durchstrémt 
wurden, und durch mehrfache Entnahmen des aus den Leber- 
venen abfliefenden Blutes wiahrend der anderthalbstiindigen 
Versuchsdauer die Dextrosebildung aus Liivulose kurvenmabig 
verfolgt wurde. Die Versuchsanordnung entsprach in ihren 
Einzelheiten der von Embden, Schmitz uud Wittenberg in 
ihrer eben erwihnten Arbeit ausfihrlich geschilderten. 

Die Bestimmung des in den entnommenen Proben des 
DurchstrOmungsblutes jeweils vorhandenen Trauben- und Frucht- 
zuckers geschah in folgender Weise: 

80 ccm Blut wurden mit kolloidalem Eisenoxyd gefiilt. 
Nach der Fallung betrug die Gesamtfliissigkeitsmenge 1050 ccm. 
600 ccm des Filtrates wurden im Vakuum eingeengt und auf 
genau 50 ccm aufgefiillt. Es wurde einerseits das Drehungs- 
vermogen dieser Fliissigkeit im 4-Dezimeterrohr, anderseits 
ihre Reduktionskraft nach Maquenne bestimmt. Aus dem 
polarimetrischen und dem Reduktionswert wurde ahnlich, wie 
dies Tollens') angibt, der jeweilige Gehalt des Blutes an 
Dextrose und Liivulose bestimmt, wobei wir durch Anbringung 
einer Korrektur auch der geringeren Reduktionskraft der Liivu- 
lose Rechnung trugen. 


Versuch 1. 


Hund vom Gewicht 7,4 kg erhielt vom 20. 9. 13 bis 23. 
9.13 taglich dreimal 4 ccm einer 2°/cigen alkoholischen Phloridzin- 
losung. Am 23. 9. Durchblutung mit gewaschenen Rinderblut- 
korperchen in Ringer-Lésung. Menge der Durchstrémungsfliissig- 
keit: 2300 ccm. Gewicht der Leber: 253 ¢. 30 Minuten nach 
Beginn der Durchblutung Zusatz von 10,4g Liavulose (aus 
Inulin, Priparat | von Kahlbaum). Dauer der Durchblutung: 
90 Minuten. 


‘) Tollens, Handbuch der biochem. Arbeitsmethoden, Bd. 2, 
S. 145. 




















Durchstrémungs- 
blutes 
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Tabelle 1. 
| | | | 
Zeitpunkt | | 
nach Beginn der 10 Min. 20 Min.) 30Min. 40 Min. 50 Min. 60Min. (70 Min. me 90 Min, 
Durchblutung | | | | 
In 50 ccm des ein- a . 
geengten Filtrates | | 
_vorhandene 9,008 | 0,010 0,010 0,189 | 0,187] 0,189 0,196 | 0,181} 0,192 
Gesamtreduktion | | | 
_ in & : cer: fon _— j 7 are a 
“Dre hun gswinkel 70 0| 0 9 50 C o| F o| LPO = 9| ( 
dieser Flussigkeit 40.07 +0,08 +0, 08 12 —0,96°| —0,72° —0,45°|—0,15° +0,11° 
Korrigierter | | | | 
Reduktionswert a t ‘ , . 
in Prozent des 0,018 0,023 0),024 QO. 416° 0,413 | | 0,420 | 0,437 0,406 0,430 





strémungsblut 
vorhandene 


Dextrose in g 


Liivulose » 





In 100 com Durch- 


{ | | 


0.018 | 0, 023 | 0,024 | 
| 


a 
0,050 0,098 | 0,134 0,201. 0,233 
| 0,365) 0, 314 0.286 | 0.235 | 0,172 | 


0,295 
0,135 





Versuch 2. 


Hund vom Gewicht 9,2 kg erhilt vom 28. 9. bis 1. 10. 13 
tiiglich dreimal 4 ccm einer 2°/o igen alkoholischen Phloridzin- 


ldsung. Am 1. 10. 13 Durchblutung der 370 g schweren Leber 


mit gewaschenen Rinderblutkérperchen in Ringer-Ldésung. 
Menge der Durchstrémungsflissigkeit : 


2300 cem. Nach 30 Mi- 


nuten Zusatz von 10,4 g Lavulose in 200 ccm Wasser. 4 
Tabelle 2. 








Zeitpunkt nach 

Beginn der 
Durchblutung | 
| 


In 50 ccm Filtrat } 

festgestellte | 

Gesamtreduktion | 
in [3 


Dre shungswinkel 
dieser F ‘liissi gkeit | 


+00 0d°® +0,06° +0, 06° — 0, 98° 


10Min 20Min, 30Min._ 

| | | 

| | 

0,0137 00141) 0,0141 
a 


| | | | 
| | 

40 Min.|50 Min. leneain 70 Min. 80 Min.| 
| | | | 
| | 

0, 1740 0,1728 0,1746) 0,1767 
| 





90 Min. 


0,1785 





al 0,1691 
| 





i 


—0,70° — 0,48° —0,19° +0,03°|+0,29" 











Korrigierter | 
Reduktionswert | 
in Prozent des 

Durchstrémungs- | 
blutes 


| " 


0, 026 








| 
| 


| 
| 
0,388 | 0,392 | 0,392 














5 | 0,384 


os 








In 100 cem Durch- 
strémungsblut 
vorhandene 


Dextrose in g | 


Lavulose in g 


* | | 
| | 
| 


0,026 | 0,031 | 0,031 





iL 


| | 
| } 


| 
| 0 

| | 
| | 





| | | 
0,082 | 0,115, = 0,216 | 0,255 | 0,295 
| 0,311} 0 pea 0,221 | 0,172 | 0,136 | 0,097 








5 
35 


it 


in 





Umwandlung von Livulose in Dextrose. Sti 


Aus Tabelle 1 ergibt sich also, daf von den 10 Minuten 
nach Zusatz der Livulose vorhandenen 0,365°/o am Schlusse 
der Durchblutung noch 0,135°/o vorhanden waren; der Dextrose- 
gehalt betrug zu den entsprechenden Zeitpunkten 0,050 und 
(),295°/o. Tabelle 2 zeigt, dab von 0,310°/o Lavulose 10 Minuten 
nach Beginn der Durchblutung, bei Beendigung des Versuches 
0),097°/o noch vorgefunden wurden. Die entsprechenden Dextrose- 
werte betrugen in diesem Versuche 0,082 und 0,295°/o. Dab 
tatsichlich bei Beendigung dieser beiden Versuche aufer der 
noch geringen Menge von Liévulose nur Dextrose vorhanden 
war, ergibt sich daraus, dafi nach Vergiirung keine Drehung 
und keine Reduktion mehr zu konstatieren war; auch gewannen 
wir das der d-Glukose und der d-Liivulose gemeinschaftliche 
d-Glukosazon. Da, wie aus zahlreichen Leerversuchen von 
Embden, Schmitz und Wittenberg hervorgeht, eine irgend- 
wie erhebliche Zuckerbildung in der glykogenfreien Leber von 
Phloridzinhunden unter genau den Versuchsbedingungen meiner 
Arbeit nicht stattfindet, bleibt kein anderer Schluf iibrig, als 
dafi der nach der Durchblutung vorhandene Traubenzucker 
einer Umwandlung aus Livulose seine Entstehung verdankt, 
zumal die letztere im gleichen Mabe abgenommen hat, wie 
der Dextrosegehalt zunahm. 

In gleicher Weise verlief der folgende Versuch, bei dem 
nicht die Leber eines phloridzindiabetischen Hundes, sondern 
die eines normalen Hungerhundes zur Durchblutung benutzt 
wurde. 


Versuch 3. 


Hund vom Gewicht 9,5 kg hat 4 Tage gehungert. Gewicht 
der Leber: 210g. Durchblutung mit gewaschenen Rinderblut- 
korperchen. Menge der Durchstr6mungsfliissigkeit: 2300 ccm. 
Nach 30 Minuten Zusatz von 10,4 g Liivulose in 200 ccm Wasser 
zur Durchstromungsfliissigkeit. Gesamtdauer der Durchblutung : 
90 Minuten (siehe nebenstende Tabelle). 

Aus Tabelle 3 ergibt sich demnach, daf von den 
10 Minuten nach Zusatz der Liivulose vorhandenen 0,328 °/o 
am Schusse der Durchblutung nur noch 0,063°/o vorhanden 
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Tabelle 3. 


| 





Zeitpunkt | | | | | 
nach Beginn der 10 Min. 20Min. 30 Min. 40Min. 50 Min. 60 Min.|70 Min. 80 Min. 90 Min. 
Durchblutung | | | | 


In 50 ccm Filtrat | | | | 


| 
vorhandene 9186 0,099 0,0149) 0, 1667 0, 1542 0,1446 0,1375| 0,1288 0,1263 


Gesamtreduktion | | 
in g | | 








_ : | 4 ' 
Drehungswinkel | | +0, 08 - 1,40° 0,889 -0,60° — 0,51° —-0,09° +0,20° 


dieser Fliissigkeit | | 





- 20 =: canted | | | 
dukti ert 
i ieacgueane -0,0408 0,021 | 0,032 | 0,366 0,339) 0,320) 0,305! 0,288 | 0,278 
Dure — | 
ylutes | 





In 100 cem Durch-! | | | | 
strémungsblut | | 
vorhandene | | | | 


Dextrose in g_ 0,0408) 0,021 0,032 | 0,037 | 0,065 0,101 | 0,107 | 0,168 
| 


Livulose »> >| — | a | — | 0,328) 0,274, 0,219/ 0,197! 0,119 
i i | | 














waren; der Dextrosegehalt betrug zu den entsprechenden Zeit- 
punkten 0,037 und 0,215 °/o. 

War in den drei bisherigen Versuchen die Umwandlung 
der Lavulose zu Dextrose schon in ganz auferordentlichem 
Mafie vor sich gegangen, so sollte im folgenden Versuch fest- 
gestellt werden, ob es gelingt, bei noch lingerer Ausdehnung 
des Versuchs, die zugesetzte Laivulose ganz zum Verschwinden 
zu bringen. 


Versuch 4: 


Hund vom Gewicht 6,8 kg erhélt vom 4.10. bis 8. 10. 13 
dreimal tiglich 4 ccm einer 2°/oigen alkoholischen Phloridzin- 
ldsung. Am 8.10. 13 Durchblutung der 206 g schweren Leber 
mit gewaschenen Rinderblutkérperchen in Ringer-Lésung. 
Menge der Durchstrémungsfliissigkeit: 2300 ccm. Zu letzterer 
werden 3 Minuten vor Beginn des Versuches 12 g Liavulose 
in 220 ccm Wasser zugesetzt (siehe folgende Tabelle). 

Aus Tabelle 4 geht hervor, daS anderthalb Stunden nach 
Zusatz der Liévulose in der Tat nur noch ganz minimale 
Mengen derselben vorhanden sind. Der urspriingliche Liivulose- 
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Tabelle 4. 


— | } | } 
| | 


Zeitpunkt nach) Bei | Nach | fa , 
Beginn der | 20 Min. 30 Min. 40 Min. 50Min 60Min. 70 Min.'80 Min,|90 Min. 


| 
Durchblutung pegion 10 Min.| | | | | 
: —_ ? = SEES ea : -— 


In: 50 com des ein- | 
geengten Filtrats 


vorhandene 0,159 | 0, 169 | 0,161 | | 0, 154 0,152 0,155 0,148 tied 0,150 | 0,150 
| 








F (ies ie »duktion | 
in g | | 
| 





| 
H 


ome a — $$$ —~ --—— —_— eee 





sa . | 
Dr ares 1,34° —4 o4e|— 0 075-0, 50° - 0,219 +0019 0,28 +031" +046 +0,53° 
dieser Fliissigkei | 


| 
ee ne ee Daa ae aed 


Korrigierter 


in Prozent des | 0,361 | 0,373| 0,356 | 0,343 | 0,341 | 0,360 0,331 | 0,322 0,831 | 0,330 


Durchstro6mungs- 
blutes 


| 











| | 





In 100 cem Durch-| | 
<tromungsblut 

yorhandene | | 
Dextrose in g 0,012 — 0,098 | 0,132 | 0,181 | 0,225} 0,234) 0,263) 0,297 | 0,310 


Livulose » | 0,349 | 0,315 | 0,258 | 0,211) 0,159 | 0,125} 0,097 | 0,059 | 0,034 | 0,020 


| 
| 
| 
| 
| | 




















gehalt von 0,349 9/o war am Schlusse des Versuchs auf 0,020°/o 
zuriickgegangen; die Zunahme der Dextrose war entsprechend. 

SchlieBlich sei noch ein Versuch erwahnt, der aus einer 
groberen Reihe von mir ausgefiihrter, noch nicht verdffent- 
lichter Durchblutungsversuche der Lebern phosphorvergifteter 
Tiere stammt, und der das Verhalten der Livulose bei der 
DurchstrOmung der tiberlebenden Phosphorleber demonstriert. 


Versuch 5D: 


Hund vom Gewicht 8,8 kg erhielt an mehreren Tagen 
insgesamt 0,06 g Phosphor. Am 14. 8. 13 Tétung des Tieres 
durch Entbluten, Femoralarterien. Zuckergehalt des Entblutungs- 
blutes: 0,025°/o. Gewicht der Leber: 350 g. Die Anordnung 
der Durchblutung wich von den vorherigen Versuchen insofern 
ab, als mit 2000 cem genuinen Rinderblutes durchstrémt und 
die Enteiweifung des Durchstrémungsblutes nach Schenck 
vorgenommen wurde. Das unverdiinnte vom Quecksilber be- 
freite Filtrat wurde im 4 dm-Rohr polarisiert; in 40 cem des 
Filtrats wurde der Zucker nach Maquenne bestimmt. Zusatz 
von 10 g Lavulose in Ringer-Lésung 5 Minuten nach Beginn 
der Durchblutung. 


6* 
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Tabelle 5. 








Zeitpunkt nach Beginn der 


Durchblutung 14 Min. | 31 Min. 





In 100 ccm Filtrat festgestellte 0.08 aa 
Gesamtreduktion in g 069 ,060 





Drehungswinkel dieser Fliissig- : | 
keit — 0,25° oo 0,10° | 











Korrigierter Reduktionswert 
in Prozent des Durchstrémungs-| 0,418 | 0,369 
blutes in g | 





In 100 ccm Durchstrémungsblut | 
vorhandene Dextrose in g 0,026 0,140 0,225 0,289 


Livulose » » 0,392 0,229 | 0,127 0,058 


Aus diesem Versuche ergibt sich die Tatsache, daf 
auch die beziiglich ihres Kohlenhydratstoffwechsels schwer ge- 
schiidigte Phosphorleber noch imstande ist, die Umwandlung 
von Liivulose in Dextrose zu vollziehen. 

Auf den nebenstehenden Kurven haben wir das Ergebnis 
unserer 5 Versuche graphisch dargestellt. Aus allen ergibt 
sich tibereinstimmend, daB mit dem Verschwinden der Liivu- 
lose die Dextrose zunimmt. In Versuch 3 (normale Leber) 
und Versuch 5 (Phosphorleber) ist die Abnahme der Livulose 
stirker als die Zunahme der Dextrose. Die Kurve des Ge- 
samtzuckergehaltes zeigt in diesen beiden Fallen eine deutliche 
Senkung, woraus hervorgeht, daf ein Teil der Lavulose ver- 
braucht wurde, und zwar sicherlich, wie wir aus den Ver- 
suchen von S. Oppenheimer’) wissen, unter Bildung von 
d-Milchséure. Auch fiir den speziellen Fall des Versuches 5 
zeigten Milchsiiurebestimmungen, dai auch die phosphorver- 
giftete Leber aus Liivulose reichlich Milchsaure bildet. In einem 
gewissen Gegensatz dazu steht das Verhalten der durchbluteten 
Lebern der phloridzindiabetischen Hunde, die, wie sich aus 
den Kurven 1, 2 und 4 ergibt, keine irgendwie betrichtliche 
Abnahme des Gesamtzuckergehaltes bewirkten, sondern nur 














‘) S. Oppenheimer, Uber Milchsiurebildung in der kiinstlich 
durchstrémten Leber, Biochem. Zeitschr., Bd. 45, S. 37. 
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die Umwandlung der Livulose in Dextrose vollzogen. Auf 
diese Eigentiimlichkeit der diabetischen Lebern, die in Hinsicht 
auf die Theorie des Diabetes vielleicht nicht ohne Bedeutung 
ist, wird in einer spateren Arbeit naiher eingegangen werden. 
| Ebenso soll in weiteren Versuchen noch besonders fest- 

gestellt werden, ob etwa auch andere Organe (Blut, Muskeln, 
Nieren) Liivulose in Dextrose umlagern kénnen. Wir halten 
eine ganz allgemeine Verbreitung dieser Reaktion a priori nicht 
fiir wahrscheinlich, glauben vielmehr, daf diese Fiihigkeit im 
wesentlichen auf die Leber beschrinkt ist. 

Vielleicht entsteht waihrend der Umwandlung der Liivulose 
zu Dextrose in der Leber eine leicht angreifbare Zwischenform, 
etwa die Enolform. Dadurch wiirde auch der von S. Oppen- 
heimer!) festgestellte, im Verhiltnis zu Dextrose ungleich 
leichtere Abbau der Liivulose in der itiberlebenden Leber ver- 
stindlich werden. Auch die friiher schon von verschiedenen 
Autoren und neuerdings von Benedikt?) bei Respirationsver- 
suchen gemachte Beobachtung, daf nach Zufuhr von Livulose 
eine viel grofere Steigerung der CO,-Produktion eintritt, als 
nach Dextrosefiitterung, kann im Sinne des Auftretens einer 
besonders leicht verbrennbaren Zwischenstufe bei der Umlage- 
rung der Liivulose in Dextrose gedeutet werden. Anderseits 
spricht der von Rona und Neukirch®) erhobene Befund, daf 
der Herzmuskel sowie die Darmmuskulatur des Kaninchens 
Liivulose nicht angreifen kénnen, und weiterhin die von Gries- 
bach und Oppenheimer‘) gemachte Feststellung, daB Blut- 
kérperchen im Gegensatz zur Leber Livulose eher schechter 
als Dextrose zu Milchséiure abbauen, dafitir, daB in diesen Fallen 
eine Umlagerung der Liivulose zu Dextrose wohl nicht stattfindet. 

Die Vollstiindigkeit und Schnelligkeit, mit der letztere aber 
in der Leber vor sich geht, darf in der Tat dafiir sprechen, 
daB wir es hier mit einem fiir die Leberzelle durchaus physio- 
logischen Vorgang zu tun haben. Im Gegensatz zur Alkali- 
wirkung auf Livulose in vitro, bei der nach Erreichung des 

) 4. ¢. 

2) Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. 110. 


*) Pfliigers Arch., Bd. 144, 146, 148, 1912—13. 
‘) Biochem. Zeitschr., Bd. 55, 1913. 
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Gleichgewichts ein Gemisch von Liivulose, Dextrose und Mannose 
vorhanden ist, fiihrt die biologische Umwandlung von Liivulose 
in der Leber nur zum Auftreten von d-Glukose und diese Um- 
lagerung erfolgt schon unter den sicherlich nicht vollkommenen 
Bedingungen des Durchblutungsversuches in kiirzester Zeit und 
nahezu quantitativ. 

Diese Erkenntnis vermittelt uns ein besseres Verstiindnis 
mancher bis jetzt noch nicht recht gekliirter Einzelheiten des 
Fruktosestoffwechsels. Dafiir, daB Lavulose auch im lebenden 
Organismus in Dextrose umgewandelt werden kann, sprach 
schon immer eine Reihe von Tatsachen: Minkowski hatte 
gezeigt, dai der pankreasdiabetische Hund eingefiihrte Liivu- 
lose zum grodfiten Teil als Dextrose ausscheidet: Bohland, 
Socin, v. Noorden, Umber u. a. beobachteten beim dia- 
betischen Menschen nach Livulosezufuhr eine Steigerung der 
Dextroseausscheidung. Wohl die meisten Autoren schlossen 
sich der von Voit geaéuferten Vorstellung an, dafi die nach 
Kinfitihrung von Livulose auf Kosten dieser gebildete Glykose 
auf dem Umwege iiber Glykogen entstehen miisse. Wir glauben 
aber nach dem Ausfall unserer obigen Versuche auch fiir diese 
Falle eine direkte Umwandlung annehmen zu miissen und 
meinen, dafi das nach Liavulosedarreichung zur Ablagerung 
kommende Glykogen erst nach oder wiihrend der Umlagerung 
zu Dextrose gebildet wird. Mit dieser Anschauung stimmt gut 
iiberein, dafi chemische Differenzen zwischen «dextrogenem» 
und «fruktogenem» Glykogen niemals gefunden wurden. 

Immerhin lift sich nicht bestreiten, daf nach Verfiitte- 
rung von Livulose beziiglich der Glykogenie wenigstens unter 
pathologischen Verhaltnissen bemerkenswerte Unterschiede 
gegeniiber der Dextrose beobachtet werden. Der pankreas- 
diabetische Hund ist niémlich, wie seit den Untersuchungen 
Minkowskis bexkannt, befahigt, aus Liivulose unter Umstianden 
noch ansehnliche Mengen von Glykogen zu bilden.') Und 


') Anmerk. Nach Abschluf dieser Arbeit erschien eine Mitteilung 
von E. W. H. Cruickshank (Journ. of. Physiol., Bd. 47, S. 1) der nach 
Lavulosedarreichung beim pankreasdiabetischen Hund keine Glykogen- 
anlagerung in der Leber erzielen konnte, wenn die Exstirpation total war. 
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EK. Neubauer!) hat gezeigt, daB sich phosphorvergiftete Ka- 
ninchen ganz ihnlich verhalten, wie diabetische Hunde: es 
finden sich bei ihnen nach Dextrosezufuhr in der Leber nur 
Spuren, nach Liavulosedarreichung betrichtliche Quantititen 
von Glykogen. Diese bisher schwer zu deutenden Befunde lassen 
sich relativ zwanglos erklaren durch die Annahme, dab die 
aus Livulose gleichsam in statu nascendi entstehende Dextrose 
von der diabetischen Leber leichter als Glykogen fixiert werden 
kann, als der in grOBerer Menge ohne weitere Vorbereitung 
mit den Leberzellen in Beriihrung kommende Traubenzucker. 
Vielleicht ist aber auch die hypothetische intermediar auf- 
tretende, der Dextrose und Liavulose gemeinschaftliche Enol- 
form besonders zur Glykogenbildung geeignet. Damit fallen alle 
prinzipiellen Unterschiede, die man fiir die Glykogenbildung aus 
Livulose einerseits, aus Dextrose anderseits konstruiert hat, 
fort, und die Glykogenbildung aus Liivulose beim schweren 
Diabetes besagt tatsichlich nichts anderes, als dab auch hier 
unter Bedingungen, welche fiir die Leberzellen besonders giinstig 
sind, noch eine Glykogenbildung aus Dextrose erfolgen kann. 

In einem auffallenden Gegensatz zu dem eben geschilderten 
Verhalten der Diabetiker zur Livulose steht die verminderte 
Liavulosetoleranz der durch irgendwelche Krankheitsprozesse 
in ihren Funktionen geschidigten Leber, eine Tatsache, die seit 
ihrer Entdeckung durch Strau$ und Sachs immer ein erheb- 
liches theoretisches und praktisches Interesse beansprucht 
hat und allgemein so interpretiert wird, dab das Glykogen- 
bildungsvermégen aus Liévulose hier Schaden gelitten hat, 
was nach dem oben mit Hinsicht auf den Diabetes Gesagten 
schwer verstindlich ist. Die Schwierigkeiten der Erklarung 
werden aber sofort geringer, wenn wir auf Grund unserer Ver- 
suche annehmen, dafi die Umlagerung der Livulose zu Dextrose, 
die wir fiir eine mehr oder weniger spezifische Funktion der 
Leber halten, nicht mehr restlos vonstatten geht, sobald 
gréBere Mengen in kurzer Zeit an die Leberzellen herantreten, 
wie es bei der Priifung auf alimentére Liévulosurie der Fall 
ist. Letztere wiirde also in der Tat eine qualitativ eigenartige 


') Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 61, S. 174. 
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Stérung der Leberfunktion darstellen, die anders als die Glyko- 
surie bezw. Hyperglykamie nach Dextrosezufuhr zu bewerten 
ist. Es mag nun auffallen, daB in unserem Versuche 5, dem 
ich andere gleichartige an die Seite stellen kinnte, die Leber 
des phosphorvergifteten Tieres keine Schiidigung des Umlage- 
rungsvermogens zeigte, trotzdem dies beim phosphorvergifteten 
Tier in vivo in ausgesprochenem Mafe der Fallist. Dies divergente 
Verhalten ist wohl in der besonderen Art der Versuchsanord- 
nung begriindet, insofern eine bestehende Unterwertigkeit der 
Leber hinsichtlich der Lavuloseumwandlung dadurch ausge- 
glichen wird, daf die Leberzellen wiahrend der kiinstlichen 
Durchblutung anders als im lebenden Organismus, wo der im 
Blute kreisende Liivuloseiiberschuf durch die Nieren eliminiert 
wird, fortwaihrend aufs intensivste mit der Livulose in Be- 
riihrung bleiben. 

Wir kénnen somit das Ergebnis unserer Versuche dahin 
zusammenfassen, dafi Liivulose mit grofier Geschwindigkeit in 
der kiinstlich durchstrémten Leber zu Dextrose umgewandelt 
wird. Hierdurch lift sich eine Reihe von Erscheinungen des 
Livulosestoffwechsels relativ zwanglos erkliiren. Auch die in 
ihrer eingangs erwaéhnten Arbeit von Embden, Schmitz und 
Wittenberg ausgesprochene Ansicht, dafi bei der biologischen 
Synthese des Traubenzuckers die Liivulose ein intermediires 
Produkt darstellen kénne, findet damit eine wesentliche Stiitze. 
Fir die Berechtigung einer solchen Anschauung sprechen noch 
die seltenen von Kitilz, Schlesinger, Lepine, Boulud, 
Schwarz, Neubauer’) Strouse und Friedman?) be- 
schriebenen Fille von spontaner reiner Fruktosurie. Wohl am 
eingehendsten hat Neubauer einen derartigen Fall studiert 
und festgestellt, daB bei seinen Patienten nicht durch kohlen- 
hydratreiche Nahrung oder Traubenzucker, wohl aber durch 
Livulose die Fruktoseausscheidung vermehrt wurde. 


') O. Neubauer, Zur Kenntnis der Fruktosurie, Miinch. med. W., 
1905, S. 1525. (Hier auch die tibrige Literatur.) 

*) Uber Livulosurie, mit Schilderung eines ungewohnlichen Falles, 
Arch. of intern. med., Bd. 9, S. 99, 1912; zit. nach Centralbl. f. d. ges. 
innere Mediz., Bd. 1, S. 180. 
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Fast genau wie der Neubauersche Fall verhielt sich der 
kirzlich von Strouse und Friedman mitgeteilte. Auch hier 
war neben der Livulose niemals Dextrose im Harn nachweis- 
bar. Bei Kohlenhydratentziehung sistierte die Liévuloseaus- 
scheidung, sie zeigte aber nach Lavulosezufuhr einen Anstieg, 
der 10°/o der eingefiihrten Lavulose entsprach, wahrend Dex- 
trosezufuhr die Liivulosurie nicht beeinflubte. Eine befriedigende 
Erklaérung dieser seltenen Falle stand bis jetzt noch ganzlich 
aus: wir moéchten auch fiir sie in Analogie mit der alimentaren 
Liivulosurie annehmen, dafi hier eine Storung der Umwandlung 
der intermediar gebildeten Lavulose zu Dextrose vorliegt. 

Auch fir die einwandsfreien') Falle von Diabetes, wo 
neben Dextrose Livulose im Harn erscheint, diirfte ein ahn- 
liches Verhalten zutreffen. 

') Vgl. hierzu H. Kénigsfeld, Zur Klinik und Pathogenese der 


Livulosurie beim Diabetes mellitus, Zeitschr. fiir klin. Mediz., Bd. 69, 
S. 291, 1910. 











Die Adaptation der Entero-amylase an den chemischen Reiz. 
Von 


L. J. te Groen, med. cand. Assistent. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Amsterdam: 
Direktor Prof. Dr. G. van Rynberk),. 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Dezember 1913.) 


1. Uber die Anwesenheit einer Amylase im Darmsaft. 


Seit Frerichs (1, 1846), der zum erstenmal die amylo- 
lytische Wirkung des Darmsaftes bei Hunden und Katzen 
festgestellt hat, sind viele einander widersprechende Unter- 
suchungen tiber diesen Gegenstand ausgefiihrt worden. Roh- 
mann (?, 1887) schliebt nach einem eingehenden Literatur- 
studium, und nach eigenen Versuchen, dafi Amylum im Diinn- 
darm schnell umgesetzt und aufgesaugt wird. Die Erklarung 
der so weit auseinander laufenden Ansichten der Autoren, 
sucht er in der ‘Tatsache, dah die verschiedenen Untersucher 
mit verschiedenen Abschnitten des Darmes arbeiteten. Auch 
ein neuer, ausgezeichneter Erforscher der Verdauungsfunktionen: 
U. Lombroso (*, 1912) bestatigt diese Hypothese. 

Als Nebenursache mége noch die friiher von Schiff (4, 
1868) gemachte Annahme erwahnt werden, da fehlerhaft an- 
gelegte Fisteln kein starkespaltendes Enzym liefern  sollen. 
Dazu kommt noch, daf viele Autoren den von ihnen benutzten 
Darmsaft durch chemische oder mechanische Reize erzielt hatten. 
Der so sezernierte Darmsaft ist wasserreich, jedoch fermentarm. 

Aus der Literatur ersehen wir also, dafi der Darmsaft 
eine Amylase enthalt, wenn auch nicht alle Darmabschnitte 
in gleichem Mafe an der Sekretion derselben beteiligt sind. 
Weiter ist festgestellt, daB der angewandte Reiz nicht gleich- 
giiltig ist. Hiermit kommen wir auf den eigentlichen Gegen- 
stand meiner heutigen Untersuchung. 


2. Uber die vermeintliche Adaptation von Enzymwirkungen 
im Darmkanal. 


Das erste Beispiel einer vermeintlichen Adaptation von 
EKnzymwirkungen im Darmkanal ist die bekannte Adaptation 
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der Darmschleimhaut in bezug auf den Enterokinasegehalt. Uber 
die Adaptation von anderen Fermentwirkungen im Darm ist 
wenig bekannt. Pawlow hat keine weiteren Untersuchungen 
dariiber angestellt. Lombroso leugnet, dali es solche gabe, 
auf Grund seiner Versuche an Vellaschen Fisteln. Er fand 
nimlich den Gehalt an Enzymen nicht verdndert, wenn er 
seine Hunde mit verschiedenartiger Nahrung fiitterte. Diese 
Versuchsanordnung scheint mir aber keine gliickliche zu sein, 
wenigstens wenn es sich darum handelc, naheres tiber Adap- 
tation des Darmes an direkte Reize zu ermitteln. Hat doch 
Lombroso in Ubereinstimmung mit Shepovalnikow (7, 1911) 
gezeigt, was von Deelman (8, 1913) bestatigt worden ist, dah 
der Darm nur auf lokale Reize reagiert, und dab die Sekretion, 
die auf einen solchen Reiz auftritt, sich nicht auf entfernte 
Abschnitte ausdehnt. 

Nur Ambard und Binet (°, 1908) schlieBen aus einigen 
sehr summarisch beschriebenen und daher kaum verwertbaren 
Versuchen, dafi es keine Adaptation der Amylasesekretion im 
Darme gibe. Dieser Frage habe ich versucht etwas niher 


zu treten. 
3. Eigene Versuche. 


Auf Anregung von Dr. Jansen, dem Abteilungschef fiir 
Biochemie des hiesigen physiologischen Laboratoriums, habe 
ich die Frage der eventuellen Adaptation der Amylasesekretion 
an Vellaschen Fisteln bei Hunden wieder aufgenommen. Statt 
jedoch, wie Lombroso, die eventuellen Veri&nderungen der 
enzymatischen Eigenschaften des sezernierten Saftes bei ver- 
schiedener Nahrung zu eruieren, habe ich die in Beziehung 
kommende Nahrung: Starkekleister unmittelbar in die Fistel 
eingefiihrt, damit der chemische Reiz, worauf Adaptation statt- 
finden sollte, unmittelbar an der Schleimhaut angreifen kann. 


a) Konstanz des Amylasegehalts. 


In erster Linie war es nun natiirlich unbedingt notwendig, 
festzustellen, ob der Amylasegehalt des Saftes meiner Fisteln 


konstant war. 
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Ich hatte zu meiner Verfiigung drei Fistelhunde. Hund I 
hatte eine einfache Vellasche Fistel, die schon mehr als ein 
Jahr vor Anstellung meiner Versuche angelegt ward. Hund II 
hatte eine Vellasche Doppelfistel, oder Omegafistel nach Lom - 
broso, operiert am 15. Februar 1913. Hund III hatte eine 
einfache Vellasche Fistel angelegt am 24. Mai 1913. 

Meine Versuche, die sich tiber mehrere Monate aus- 
dehnten, wurden in der Weise angestellt, dai Darmsaft aus 
den Fisteln aufgefangen wurde, 3 oder 4 mal pro die, also vor, 
wihrend und nach der Mahlzeit. Die Hunde wurden in den 
nachfolgenden Perioden mit verschiedener Nahrung gefiittert. 
Jedesmal wurde die Fistel zuvor mit physiologischer Koch- 
salzldsung von etwa 37° durchgespiilt, bis die herauskommende 
Fliissigkeit klar aussah. Dann wurde die Sekretion mittels 5 cem 
einer isotonischen Losung von cholalsaurem Natrium angeregt. ') 

Von dem so erhaltenen Darmsaft wurden in zwei Rohr- 
chen je 2 ccm vermischt mit 5 ccm einer 2°/oigen Amylum- 
lssung und 3 Tropfen Thymollésung. Die Réhrechen wurden 
nun eine Stunde in einem auf 38° C. geheizten Thermostaten fort- 
dauernd geschiittelt. Dann wurden einige Tropfen konzentrierte 
Kalilauge hinzugefiigt, wonach die Fermentwirkung sofort ein- 
setzen mubte. 

Die in den ROhrchen entstandenen reduzierenden Korper 
bestimmte ich nach der Methode von Schoorl (!!, 1899); ob- 
wohl diese Methode schon lingst ver6dffentlicht worden ist, ist 
sie doch noch nicht allgemein bekannt, wenigstens in den 
Kreisen der Physiologen: in Abderhaldens sonst so ausge- 
zeichnetem Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden wird 
sie nicht erwahnt. Es scheint mir daher zweckmiabig, das 
Prinzip dieser Methode hier in aller Kiirze noch einmal an- 


zugeben. 


') Von Lombroso ('", 1903) wurde festgestellt, daf’ ein Gemisch 
von Olsiure und Galle auf den Diinndarm stark safttreibend wirkt. Dieser 
Saft ist sehr enzymreich (gepriift besonders auf Lipase), Dr. Jansen 
bat nun weiter im hiesigen Institut nachgewiesen (°, 1910), dah diese 
Wirkung auf den Gallensdéuren beruht: man kann also das Lombroso- 
sche Gemisch mit ganz gleichem Resultat durch eine reine Lisung von 
einem cholalsauren Salz ersetzen. 
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Die Schoorlsche Methode ist sehr genau und bequem, 
sogar leichter ausfihrbar als die von Bertrand. Das nach 
Kochen der Fehlingschen Losung nicht niedergeschlagene 
Kupfer wird durch Hinzufiigen von JK und nachher von ver- 
diinnter Schwefelséiure in CuJ und J umgesetzt. Das freie- 
gewordene Jod wird sogleich mit 0,1-normaler Natriumthio- 
sulfatlosung titriert. Mittels einer empirisch von Schoorl fest- 
gestellten Tabelle liest man dann ohne weiteres den Zucker- 
gehalt ab. 

Die Ergebnisse einer grofen Reihe von Bestimmungen, 
die in oben angegebener Weise ausgeftihrt wurden, zeigten 
nun unzweideutig, dai der Amylasegehalt des Darmsaftes fiir 
jede Fistel konstant war. Im Laufe einer langeren Versuchs- 
reihe nahm der Gehalt im ganzen jedoch ab, ebenso nahm er 
am selben Tage ab, wenn der Sekretionsreiz mehrere Male 
nacheinander wiederholt wurde. Ganz und gar wurden die 
Annahmen von ROhmann und Lombroso bestatigt, daBb der 
Darmabschnitt, der den Saft liefert, von grofier Bedeutung ist 
fiir die Enzymtitigkeit: je naher dem Duodenum, desto starker 
die amylolytische Wirkung. Dies konnte ich sogar bei der 
Lombrososchen Omegafistel unzweideutig nachweisen: der 
aus der oralen Halfte der Fistel, die ich mit A angeben werde, 
flieiende Saft war immer starker amylolytisch als der Saft, 
der aus der aboralen Hilfte (B) der gleichen Fistel aufgefangen 
wurde. Ich gebe hier einige Tabellen worauf diese Ergebnisse 
sich stiitzen: 


Tabelle I. 


Hund II. Viermalige Reizung pro die. 
Mittelwerte der in den zwei Réhrchen gefundenen Zahlen. 


ccm Thiosulfat mg Glukose 
2. 1V. 13. 1. Reizung. Fistel A. 12,2 mr 39,7 
> B 11,6 man 37,7 
2. 2 » <A. (Amylasegehalt nicht genau festgestellt) 
B. ( y > . > ) 
2%. >» A, 6.0 =m 19,2 
>» 2B 6,2 seat 19,8 


4. , (Fast keine Umsetzung.) 
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Tabelle II. 


Hund II. Zweimalige Reizung pro die. 


ccm Thiosulfat mg Glukose 

31. III. 13. 1. Reizung. Fistel A. (nicht ausgefiihrt) 

>» &B. 15,4 = 50,7 
2. > » A. (Nicht ausgefiihrt) 

B, 14,3 = 46,9 
1.1V. 13. 1. » > -& 14,7 = 48,2 
>» B&B. 13,6 = 44,4 
2. > A. 12,2 = 39,7 
> B. 11,1 = 36,0 
4. 1V. 13. 1. > > A, 8,7 = 27,9 
> > A. 8,5 = 27,2 
12. 1V. 13. 1. > > A. 10,9 = 35,3 
>» 2B. 12,2 = 39,7 
2. > » A, 8,3 = 26,5 
B. 6,9 = 22,1 


Tabelle III. 


Hund II. Einmalige Reizung pro die. 


cem Thiosulfat mg Glukose 

3. IV. 13. Fistel A 11,5 = 37,4 
>» B 10,0 = 32,3 

7. WV. 18. A. 12,3 = 40,0 
B. 11,2 =n 36,4 

10. IV. 13. A 12,9 42,1 
B 14,2 = 465 

11. IV. 13. » A, 11,6 = 37,7 
>» &B. 10,3 — 33,3 

14.1V.13. >» A. 99 = 31,6 
> 2B. 9,4 = 30,3 


Es ergibt sich aus Tabelle I und II ohne weiteres, dab 
nach jeder Reizung die enzymatische Titigkeit des gesam- 
melten Saftes abnimmt. Diese Tabellen sind daher nicht ohne 
weiteres zur Beantwortung der Frage, ob die Enzymwirkung 
konstant ist, zu benutzen. Aus der Tabelle III geht dagegen 
die Konstanz der Enzymtiitigkeit gut hervor. Nur sieht man 
hier deutlich, wie die orale A-Halfte der Doppelfistel immer 
einen starkeren Saft liefert als die aborale B-Hialfte. 
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Auch wenn man die Zahlen, die wihrend zwei Wochen 
erhalten wurden, wie sie tiglich gefunden wurden fiir die 
gleiche Fistelhilfte vergleicht, sieht man deutlich, daf die 
Enzymwirkung abnimmt. Ich gebe hier die Zahlen von der 
ersten Hiilfte des Monats April an. 


Tabelle IV. 
Hund II. Fistel A. 


Datum ccm Thiosulfat mg Glukose 
1. IV. 1913 14.7 48,2 
2 » 1913 12,2 39,7 
3. 1913 11,5 37,4 
4, » 1913 8,7(!) 27,91!) 
5. » 1913 10,7 34,7 
7. 1913 12,3 40,0 
10. » 1913 12,9 42.1 
i1. » 1913 11,6 37,7 
i2, » 1913 10,9 35,3 
4. » 1913 98 31,6 


Wie man sieht, sind die Zahlen ziemlich dhnlich. Natiir- 
lich gibt es Abweichungen: Pawlow (5, 1910) hat den Ver- 
dauungsapparat irgendwo mit einem chemischen Laboratotium 
verglichen. Wenn man nur alle Verhiiltnisse kennen wiirde, 
wiirde Pawlows Satz auch fiir den Amylasegehalt wohl gelten. 
Zurzeit gibt es noch unbekannte Faktoren, wodurch die Ver- 
suchsergebnisse von Zeit zu Zeit Spriinge zeigen, deren Er- 
klirung vorliiufig fehlt. 


b) Adaptation der Amylasesekretion. 


Nachdem ich also die relative Konstanz des Amylase- 
gehalts des Darmsaftes der Fisteln festgestellt hatte, bin ich 
zur Prifung der Frage, ob Adaptation bei dieser Sekretion 
einen EinfluB habe, tibergegangen. Ich habe dazu Amylum- 
lOsung in die Fisteln eingefiihrt, um zu eruieren, ob in diesem 
Falle der sezernierte Saft mehr amylolytische Wirkung hatte 
als sonst. 

Es hat sich nun herausgestellt, daB weder die Einfiihrung 
einer Lésung von Amylum in Wasser ohne weiteres, noch 
einer solchen in physiologischer Kochsalzlésung den erwarteten 
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Erfolg hat, da die auf diese Fliissigkeiten sezernierten Saft- 
mengen sehr klein sind. Ich habe daher ein isotonisches Ge- 
misch von cholalsaurem Natrium und Starkelésung benutzt. 
Mit dieser Lésung habe ich an Hund II im Monat Mai 13 Ver- 
suche angestellt. 


Tabelle V. 


Hund II. Probereizung ohne Amylum. 
9. V. 1913. Fistel A. 15,6 ccm Thiosulfat == 51,4 mg Glukose 
B. 14,2 » > = 465 » 
Hund II. Reizung mit Na-Cholat und Amylumlisung. 
13. V. 1913. Fistel A. 24,7 cem Thiosulfat = 85,4 mg Glukose 
» B. 238 » , = 81,8 > ; 
Hund II. Cholalsaures Natrium und Amylumlésung. 

14. V. 1913. Fistel A. 21,7 ccm Thiosulfat = 73,4 mg Glukose. 
Aus diesen Ergebnissen kann man ungezwungen auf eine 
Adaptation schliefen. Bemerkenswert ist, dafi der Gehalt an 
Amylase am 9. Mai, nachdem die Fistel wahrend ungefihr drei 
Wochen nicht gereizt wurde, sich viel héher zeigte als normal. 
Trotzdem ist der Amylasegehalt am 13. Mai, nach Amylumreiz 
viel groBer als jemals nach einfacher Reizung mit cholalsaurem 
Natrium von mir beobachtet wurde. Am folgenden Tag wurde 
wieder mit Amylum gereizt: dann war zwar der Amylasegehalt 
kleiner als das erste Mal, blieb immerhin stirker als nach 
einfacher Reizung mit cholalsaurem Natrium. Es scheint mir 
berechtigt, aus diesen Beobachtungen zu schlieBen, daB nach 
Kinftihrung von Amylumlésung der Darm einen mehr Amylase 
enthaltenden Saft sezerniert, als das sonst auf eine stark 
sekretionsanregende Fliissigkeit hin der Fall ist. Das Amylum 
wirkt also sozusagen als ein spezifischer Reiz fiir die Amy- 


lase-Sekretion. 


c) Weitere Versuche. 


Obenerwihnte Versuche wurden alle mit dem Hunde II 
(Lombrososche Omegafistel) angestellt. Zur Kontrolle habe 
ich gleichartige Untersuchungen auch bei zwei anderen Hunden 
ausgefiihrt. Dies umsomehr, weil der Hund II eine ansteckende 
Hautkrankheit bekam und getétet wurde. 

Ich bringe die Ergebnisse in einigen Tabellen: 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXIX. 
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Tabelle VI. 


Hund I, Einfache Reizung mit isotonischer Na-Cholatlésung, 
zur Bestimmung der Konstanz des Amylasegehalts. 
6. VI. 1913 6,6 ccm Thiosulfat = 21,1 mg Glukose 


7. » 1913 83 » > = 26,6 » > 
9 » 1913 66 » > = 21,1 > > 
19. » 1913 54 » 2 = 172 » > 


Tabelle VII. 


Hund III. Einfache Reizung mit isotonischer Na-Cholatlésung, 
zur Bestimmung des normalen Amylasegehaltes. 


9. VI. 1913 8,7 ccm Thiosulfat — 27,9 mg Glukose 


10. » 1918 5,7 » > =185> >» 
11. » 1913 66 > | -211> >» 
16. » 1918 84 » > = OO> >» 
19, >» 1918 7,7 > ie. 


Auch bei diesen beiden Hunden zeigte sich der Amylase- 
gehalt des Fistelsaftes also ziemlich gleich. Nachdem ich dies 
festgestellt hatte, schritt ich zum zweiten Teile des Problems: 
ob der Gehalt an Amylase sich bedeutend dndere nach spezi- 
lischer Reizung mit Amylum. 

Zu diesem Zwecke versuchte ich erst eine isotonische 
Mischung von cholalsaurem Natrium und Stirkelésung zu ver- 
wenden. Da jedoch beide Hunde dabei keine geniigenden Quanti- 
tiiten Saft sezernierten, kam ich dazu, meine Versuchstechnik in 
folgender Weise zu andern: Die Fistel wurde mit physiologischer 
Kochsalzlisung von etwa 37° C. durchgespiilt und dann mit 
5—10 cem konzentrierter Stirkekleister, gelést in physio- 
logischer Kochsalzlisung, injiziert. Nach 20—40 Minuten 
(wihrend welcher Zeit die Hunde frei herumliefen) reizte ich 
den Darm mit 5 eem isotonischer L6sung von cholalsaurem 
Natrium. Der dann aufgefangene Darmsaft wurde auf die 
schon erwihnte Weise auf Amylase gepriift. Da man jedoch 
bei diesem Verfahren fiirchten muBte, daB etwa Starkekleister 
oder sogar Glukose von der ersten Injektion bei der zweiten 
Sekretion mit heraus beférdert werden k6nnte, nahm ich immer 
eine Probe des ausflieBenden Saftes und priifte sie sowohl 
auf Amylum (Jodprobe), als auf Glukose (Fehlingsche Probe). 
Diese Kontrollproben fielen immer negativ aus. Dies bedeutet, 
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daB vom erst injizierten Amylum nach 20—40 Minuten kaum 
mehr im Darm etwas iibrig war, sondern dal alles abgebaut 
und als Glukose aufgesaugt war. 


Tabelle VIII. 


Hund |. Versuche auf die Adaptation fiir Amylase. 
14. VI. 1913 16,1 ccm Thiosulfat = 53,2 mg Glukose 


20. » 1913 124 >» > = 404 > . 
23. » 1913 19,5 >» > == 661 > > 
24. » 1913 148 > » wiht » ‘ 
25. > 1913 156 » > = 511 > , 
26. » 1913 106 >» > SEB » , 
27. » 1913 169 > > = 659 > :, 


Tabelle IX. 


Hund III. Versuche zur Eruierung einer eventuellen Adaptation 
der Amylase-Sekretion seitens des Diinndarms. 
14. VI. 1913 18,2 ccm Thiosulfat = 60,5 mg Glukose 


17. » 1913 13,2 » > = 43,1 » > 
18. » 1913 13,8 » . = 45,1 » 2 
20. » 1913 13,6 » 1 = 44,4 » > 
24. » 1913 12,2 » > == 307 » > 
25. » 1913 103 »(!) » = 33,3 >(!) » 
26. 1913 9,— »*(!) > = 28,9 »(!) » 
27. >» 1913 15,7 » > = 49.7 » 


Man ersieht aus diesen Tabellen eine sehr deutliche Ver- 
mehrung des Amylasegehaltes. Dies ist um so merkwiirdiger, 
als der spezifische Reiz 20—40 Minuten zuvor stattgefunden 
hatte. Diese Versuchsergebnisse sagen also nicht nur aus, dal 
auf spezifische Reizung mit Amylum ein starker amylolytischer 
Saft sezerniert wird, sondern daB die Adaptation einige Zeit 
nach stattgefundener Reizung fortdauert. 


Zusammeniassung und Schluffolgerungen. 


1. Darmsaft, aus Vellaschen Fisteln des Diinndarms er- 
halten, hat amylolytische Wirkung, auch wenn er nach 
nichtspezifischer Reizung (cholalsaurem Natrium) sezerniert 
worden ist. 

2. Bei Vergleich des Amylasegehaltes von Darmsaft, auf- 
gefangen aus einer Lombrososchen Omega-Doppelfistel, ergab 
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sich konstant, da® der aus der oralen Hilfte der Fistel flieBende 
Saft amylasereicher war, als der aus der aboralen Halfte auf- 
gefangene. 

3. Der Amylasegehalt ist fiir jede Fistel in verschiedenen 
Nahrungsperioden mit verschiedenem Futter annahernd konstant. 

Bei mehrmaliger Reizung, sei es am selben Tage, sei es 
auch in einer lingeren Zeitperiode taglich wiederholter Ver- 
suche, nimmt der sonst konstante Amylasegehalt stetig ab. 

4. Unmittelbare Reizung der Darmschleimhaut mit Stiarke- 
l6sung ruft eine Sekretion hervor, die unzweideutig amylase- 
reicher ist als in der Norm. Die Vermehrung des Amylase- 
gehaltes hilt nach stattgefundener Reizung mit Amylum einige 


Zeit an. 





Nach dem Vorgehenden wire also eine Adaptation der 
Entero-Amylase sichergestellt. Man sollte geneigt sein, dem 
Darmsaft in dieser Beziehung eine bedeutendere Funktion zu- 
zuschreiben, als «Pancreas-adjuvans», wie Pawlow es annimmt. 
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Uber den Abbau des m-Methylphenylalanins im Organismus. 


l. Mitteilung. 


Von 
Ludwig Béhm. 


(Aus der medizinischsn Poliklinik in Freiburg. Direktor: Prof. Dr. Morawitz). 
(Der Redaktion zugegangen am 6. Dezember 1913.) 

Wenn es auch eine Reihe aliphatischer Substanzen gibt, 
die nur unvollstandig vom Organismus oxydiert werden kénnen, 
so werden die Sloffe der Fettreihe doch im allgemeinen weit 
leichter verbrannt als die der aromatischen Reihe, die zwar 
immer mehr oder minder stark verindert werden, aber doch 
gewoOhnlich ein den Benzolkern enthaltendes Bruchstiick zur 
Ausscheidung gelangen lassen. Wie aus den Untersuchungen 
von Neubauer, Knoop, Embden und andern hervorgeht, 
werden eigentlich nur die beiden natiirlichen aromatischen 
Aminosauren Tyrosin und Phenylalanin sowie ihre nachsten 
Verwandten, die entsprechenden Keton- und Oxysiuren, voll- 
stiindig verbrannt. Sowie die Seitenkette linger oder kiirzer 
ist oder am 8-Kohlenstoffatom substituiert ist, bleiben wesent- 
liche Mengen von unverbrannten Bruchstiicken zuriick. 

Auch die Beschaffenheit des Kerns, nicht nur der Seiten- 
kette, ist von wesentlicher Bedeutung fiir die Verbrennbarkeit 
einer Substanz. Eine OH-Gruppe in p-Stellung zur Seitenkette 
wie im Tyrosin stért den Abbau nicht. Schon die in o-Stellung 
oder in m-Stellung befindliche OH-Gruppe im o- oder m-Tyrosin 
verhindert nach Fiatow’) und Blum?) die vollstandige Ver- 
brennung. Halogensubstitution im Benzolkern fiihrt offenbar 
ebenfalls zu schwer verbrennbaren Stoffen. Das von Flatow!) 
verfiitterte m-Chlorphenylalanin ebenso wie das von Friedmann 


11 Flatow, Diese Zeitschrift, Bd. 64, S. 391, 1910. 
7) Blum, Archiv f. exp. Pathologie und Pharmakologie, Bd. 59, 


S. 269 (1908). 











102 Ludwig Bohm, 


und Maasse’) untersuchte p-Chlorphenylalanin werden im Harn 
zu wesentlichen Anteilen unvollstaindig verbrannt ausgeschieden. 
Man gewinnt durch diese Befunde den Eindruck, daf der 
Organismus nur auf die Verbrennung ganz bestimmt aufgebauter 
aromatischer Verbindungen eingestellt ist. Es lag deshalb auch 
nahe, fiir den tierischen Organismus nur einen bestimmten 
Abbaumechanismus des Benzolkerns anzunehmen. 
Neubauer?) stellte einen solchen auf im Anschluf an 
die Untersuchungen friiherer Autoren und speziell fuBend auf 
den Befunden bei der Alkaptonurie. Darnach sollte zuniachst 
eine OH-Gruppe in p-Stellung eingefiihrt werden und die durch 


OH O 

] OH 
¥ \ ran wm. Jn Aceton 
| > | | > || > | > co, 
a al ‘ur NZNCcH, u. 
CH, CH, so G in loon 1° 
| , CO 
(CH(NH,) CO | 
| | 
COOH COOH COOH 
Pheny!- p-Oxyphenyl- Chinolbrenz- Homogen- 
alanin brenztraubensiure traubensaéure tisinséure 


gleichzeitige oxydative Desamidierung entstandene p-Oxyphenyl- 
brenztraubensiiure dnrch Oxydation in ein Chinol tibergehen, 
das die Zwischenstufe zu der durch Umlagerung sich bildenden 
Homogentisinsiure darstellt. Diese Séure, die als normales 
Stoffwechselzwischenprodukt aufgefaft wird, bietet dann die 
Moglichkeit der Verbrennung des Benzolkerns zu den letzten 
Kndprodukten, Aceton, Kohlensiure und Wasser. 

Die Chinole als Zwischenprodukte anzunehmen, so ein- 
leuchtend fiir die Bildung der Homogentisinséure beim Alkapto- 
nuriker, erschien fiir den normalen Abbau zu umstandlich und 
gezwungen. Dakin*®) war deshalb bestrebt, den Nachweis zu 
erbringen, daf diese Annahme nicht erforderlich sei. Die Még- 


') Friedmann u. Maasse, Biochem. Zeitschr., Bd. 27, S. 97, 1910. 
*) Neubauer, Habilitationsschrift, D. Arch. f. klin. Med., Bd. 95, 
S. 211, 1909. 
*) Dakin, Journ. of. biol. Chem., Bd. 8, S. 11. 
Dakin und Wakemann, ebenda, Bd. 9, S. 139. 
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lichkeit der Bildung eines Chinols ist an die Bedingung gekniipft, 
daB in p-Stellung zur Seitenkette entweder kein Substituend 
oder die OH-Gruppe sich befindet. Ein anderer Substituend 
daselbst miifte zunachst durch Oxydation entfernt werden, 
wiirde also die Chinolbildung verhindern oder wenigstens er- 
schweren. Von diesem Gedankengang ausgehend priiften Dakin 
und Wakemann!') p-Methyl- und p-Methoxyphenylalanin und 
zeigten, dafi diese Substanzen verbrannt werden und bei der 
Leberdurchblutung Acetessigsaure liefern. Daraus schliefBen sie, 
dai es fiir den Organismus jedenfalls Abbauwege fiir den 
Benzolkern gibt, die nicht tiber ein chinolartiges Zwischen- 
produkt fiihren. 

Immerhin war die Oxydation dieser p-substituierten Amino- 
siiuren keine so vollstandige, und besonders bei einem Versuch 
am Alkaptonuriker,?) der nur 5g der Substanz bekommen hatte, 
wurden allein iiber 20°/o der verfiitterten Aminosiure wieder im 
Harn als Acetylaminosaure aufgefunden. Konnte man aus den 
Versuchen von Dakin und Wakemann den Schluf ziehen, dal 
es andere Abbauwege gibt als den iiber ein Chinol als Zwischen- 
produkt, so liefen dieselben doch dariiber keinen Einblick zu, 
ob diese andern Wege nur Nebenwege sind neben einem 
bevorzugten Weg tiber das Chinol, oder ob es etwa 
eine Méglichkeit der letzteren Art iiberhaupt nicht gibt. 

Die Annahme der Chinole als Zwischenprodukte, die ja 
immer nur auf den Befunden bei der Alkaptonurie beruhte, 
und durch die Dakinschen Resultate iiberfliissig erscheint, 
lieBe sich nur durch Isolierung eines Chinols im Organismus 
wirklich beweisen. Fiir eine solche ist jedoch wenig Aussicht 
vorhanden bei der grofen Reaktionsfiihigkeit und Unbestindig- 
keit dieser Kérper. Schon die Darstellung geeigneter Chinole 
zur physiologischen Priifung st6{t auf starke Schwierigkeiten.*) 


‘) Dakin u. Wakemann, Journal of biological Chemistry. Bd. %, 
S. 139. 


*) Dakin, ebenda, Bd. 8, S. 11. 

5) Friedmann, Hofmeisters Beitriige, Bd. 11, 5S, 304, 

*) Vgl. die Untersuchungen von Friedmann *) und Tannhauser, 
(Dissertation, Miinchen 1910). 
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Es bleibt zur Klarung der verschiedenen Abbaumdéglich- 
keiten der aromatischen Substanzen die Untersuchung ver- 
schieden konstituierter, im Kern substituierter Derivate der 
physiologischen aromatischen Aminosauren. Mit solchen muBte 
sich zeigen lassen, welche Substitutionen den Abbau des Benzol- 
kerns erschweren, welche ihn nicht st6ren. Ferner abt sich 
bei diesem Vorgehen erhoffen, im Harn Abbauprodukte zu 
finden, die auf den Mechanismus des Kernabbaus Schliisse 
zulassen. 

Wir sahen in den Arbeiten von Flatow sowie von 
Friedmann und Maasse, dafi die Halogen-, speziell Chlor- 
substitution an jeder Stelle des Kerns den Abbau erschwert. 
Tritt dagegen eine Hydroxylgruppe in den Kern ein, dann ist 
die Stelle derselben fiir den Abbau mafgebend. Tritt sie in 
p-Stellung zur Seitenkette, wie im natiirlichen Tyrosin, dann 
wird die Verbrennung eher begitinstigt, als erschwert. In 
Ortho- oder Metastellung erschwert sie jedoch die Zerstorung 
des Kerns oder verhindert sie, wie Blum und Flatow am 
o- und m-Tyrosin zeigten. Indem Dakin zeigte, dafi Methyl- 
oder Methoxylsubstitution in p-Stellung zur Seitenkette nur 
eine geringe Erschwerung des Abbaus bedeutet, lag es nahe, 
anzunehmen, daf} auch bei diesen Substituenten die Konstitu- 
tion des Molekiils von ausschlaggebender Bedeutung sei. Ledig- 
lich der Konfiguration nach ware ja das p-Tolylalanin Dakins 
(Il) dem physiologischen Tyrosin (I) das entsprechendere. Ks 
konnte jedoch wegen der Methylgruppe nicht wie jenes in das 
Chinol (III) iibergehen. Der Ausfall der Versuche Dakins 
sprach deshalb gegen die Chinolhypothese und konnte fir 
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eine besondere Bedeutung der Konfiguration des Molekiils ver- 
wertet werden, ohne tiber niihere Ursachen dieser Bedeutung 
AufschluB zu geben. 

Die Untersuchung der andern Tolylalanine mubte zur 
Vervollstandigung der Dakinschen Versuche dienen. Es konnte 
dadurch sich zeigen, ob wie bei den drei Tyrosinen nur die 
eine Konfiguration des Molekils die Verbrennung begiinstigt. 
Es muften dann bei m und o gréfere Mengen von unvoll- 
stindig oxydierten Abbauprodukten im Harn erscheinen. Die 
Chinolhypothese ware damit einen weiteren Grad unwahr- 
scheinlicher geworden. Es konnte jedoch auch sein, dal} die 
Methylgruppe den Benzolkern fiir die Fermente des Organismus 
iiberhaupt nicht wesentlich unzugiinglicher macht. Dann muBte 
vom Standpunkt der Chinolhypothese besonders das m-Tolyl- 
alanin (IV) leicht verbrannt werden, da dessen Konstitution 
die Bildung eines Chinols (V) eher erleichtert, wie auch das 
Chinol (VII) des m-Xylols (VI) relativ unschwer zugiinglich ist. ') 

Ich habe deshalb zur Priifung dieser Fragen auf Veran- 
lassung von Herrn Dr. Fromherz das m-Tolylalanin dargestellt 
und im Stotfwechselversuch gepriift. 
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Darstellung des m-Methylphenylalanins. 


Um zu dem gewiinschten m-Tolylalanin zu gelangen, 
haben wir den bequemen Weg von Erlenmeyer zur all- 
gemeinen Darstellung von Arylalaninen gewihlt, und durch 
Kondensation von m-Tolylaldehyd mit Hippurséure, Reduktion 
des entstandenen Zimtsaurederivats und Abspaltung der Ben- 


') Lt. Reber, Dissert., Ziirich 1903. 
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zoylgruppe die entsprechende Aminosaure mit dreigliederiger 


Seitenkette erhalten. 
| Il. IL. EV. 


“NCH, /NcH, “NCH, f Yeu, 
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_— CNH-CO-C,H,  CH-NH-CO-C,H,  GHNH, 
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CO COOH COOH COOH 


1. m-Methylbenzoylaminozimtsdure (II.): 30g Hip- 
pursdure wurden mit 14 g wasserfreiem Natriumacetat fein pul- 
verisiert und gut gemischt, dazu in einem K6élbchen 20 g m-Tolyl- 
aldehyd und 48 g Essigsdureanhydrid gebracht und auf dem 
Wasserbad 20 Minuten erhitzt. Die Masse verfirbt sich stark 
gelb und geht schlieflich bis auf wenige Krystallchen in Lésung. 
In eine Schale ausgegossen erstarrt sie beim Erkalten, wird 
mit Wasser verrieben und auf der Nutsche scharf abgesaugt, 
zunachst mit viel kaltem, dann mit heifem Wasser, schlieflich 
mit 20°/oigem Alkohol gut ausgewaschen. Das so gereinigte 
in gelben Nadeln krystallisierte Azlacton (I.) wurde sofort in ver- 
diinnter Natronlauge aufgeschwemmt und durch Erhitzen auf 
dem Wasserbad in Lésung gebracht. Nach dem Filtrieren wurde 
das erkaltete Filtrat mit Salzsiure angesiiuert, wobei die Benzoyl- 
aminozimtsiéure als knetbare Masse ausfallt, die beim Stehen 
krystallinisch erstarrt. 

Das abfiltrierte und getrocknete Rohprodukt wird durch 
Umkrystallisieren aus heifem Aceton mit Zusatz von heifem 
Wasser in hellgelben Nadeln erhalten, die bei 202° schmelzen. 
Ausbeute: 60—70°/o der Theorie. Nach nochmaligem Umkry- 
stallisieren aus absolutem Alkohol und Benzol mit Zusatz von 
Ligroin erhielten wir ein fast weifes feinkrystallinisches Produkt 


vom Schmelzpunkt 204,5° (unkorr.). 
0,1877 g Substanz gaben 8,8 ccm N bei 22° und 750 mm. 
C,;H,,NO, berechnet: N == 4,98°%o 
gefunden: N = 5,10°%o. 
2. Benzoyl-m-Tolylalanin (III): 10 g Benzoylamino- 
methylzimtséure werden in etwa 100g Wasser aufgeschwemmt 
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und 100g etwa 2! 2°/oiges Natriumamalgam innerhalb von etwa 
einer halben Stunde portionenweise zugegeben.') Das Amalgam 
verfliissigt sich ohne Gasentwicklung und die Saéure geht bald 
in Losung. Die schlieBlich schwach gelbgefiirbte L6sung wird 
vom Quecksilber abgetrennt, filtriert und eine Stunde unter 
Zusatz von 30 ccm 33°/oiger Natronlauge am RiickfluBkihler 
gekocht, dann nach dem Erkalten mit Salzsiiure angesiiuert. 
Das Benzoyl-m-Tolylalanin fallt als weiche Schmiere aus, die 
beim Stehen fest wird und die man dann absaugt und mit 
Wasser auswiascht. Zur Reinigung ist zuniichst ein Umkry- 
stallisieren aus wenig Eisessig unerliBlich. Aus der 8 fachen 
Menge dieses Loésungsmittels krystallisiert ein fast weibes 
Produkt in Blattchen vom Schmelzpunkt 185° (unkorr.). Zur 
Analyse haben wir das Praparat nochmals aus heifiem Alkohol 
unter Zusatz von heifem Wasser umkrystallisiert, wodurch es 
in glanzenden weifben Blattchen vom F.P. 195° erhalten wurde. 
Ausbeute: an aus Eisessig umkrystallisierter Substanz 70°/o d. Th. 
I. 0,1655 g Substanz gaben 0,4376 g CO, und 0,0935 g H,0. 
Il. 0.2637 g Substanz gaben 11,0 ccm N bei 17° und 739 mm Druck. 
C,;H,,NO, berechnet: C == 72,03°%o H == 6,06°%o N == 4,95°/o 
gefunden: I. C = 72,10°%o H == 6,27°%o — 
Il. : nd N == 4,69%o 
3.m-Tolylalanin(IV.): Die Abspaltung der Benzoylgruppe 
machte zunachst einige Schwierigkeiten infolge der Eigen- 
schaft der Benzoylaminoséure, sich schlecht mit der Salzsaure 
zu mischen und sich an der Oberfliche anzusammeln. Man 
kommt zum Ziel, wenn man 5 g Benzoylaminosdure 4 Stunden 
mit 12°/oiger Salzsiure im Bombenrohr auf 140° erhitzt. 
SchlieBlich bewahrte sich jedoch die Methode von Dakin 
besser, die Substanz mit der 100fachen Menge 20°/oiger 
Salzsiiure 12—24 Stunden, d. h. bis der gréfte Teil in Losung 
gegangen ist, am RiickfluBkiihler zu kochen. Darnach wird 
heiB vom Ungelésten abfiltriert und nach dem Erkalten durch 
Absaugen und Ausithern von der Benzoesiiure abgetrennt. 
Die Lésung wird im Vakuum bis zur Trockene abdestilliert. 


1) Es wird also ohne Schaden ein Uberschuf von Natriumamalgam 
verwendet. 
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Der Riickstand in Wasser aufgenommen und eventuell zur 
Entfernung der Salzsiure nochmals abdestilliert. Im folgenden 
muf nun die auferordentlich hohe Loslichkeit der 
Aminosiiure in Wasser beriicksichtigt werden, man darf des- 
halb nur in mdglichst wenig Wasser lésen und muB jede 
Verdiinnung vermeiden. Die Lésung wird heifi filtriert, das 
Filtrat mit Ammoniak eben alkalisch gemacht, wieder filtriert, 
der Uberschu8 des Ammoniaks durch Kochen entfernt und dann 
rasch scharf durch Eis oder Kiltemischung abgekithlt. Nur auf 
diese Weise erhielten wir die Aminosdure in Form eines Breis 
von feinen Krystallnadelchen, die nach Stehen im Ejisschrank 
aubgesaugt und mit wenig eiskaltem Wasser ausgewaschen 
wurden. Ausbeute: nicht mehr als 50°/o d. Th. Das so er- 
haltene m-Tolylalanin wurde in derselben Weise nochmals aus 
wenig heifem Wasser ohne Ammoniakzusatz umkrystallisiert 
und schmolz dann bei 245° (unkorr.). Es ist in Alkohol und 
Ather unlislich, sehr leicht léslich in Wasser, bei jeder Reaktion. 
Es hat einen auferordentlich unangenehmen bitteren Geschmack 
und zeigt sich demnach hierin den Aminosduren der aliphatischen 
Reihe mit verzweigter Kette entsprechend, wahrend die ent- 
sprechende Aminosiiure der p-Reihe, das von Dakin darge- 
stellte p-Methylphenylalanin, geschmacklos ist, wie die ali- 


phatischen Aminosduren mit gerader Kette. 
Das einmal aus Wasser umkrystallisierte m-Tolylalanin 


wurde analysiert: 
I. 0,1330 g Substanz gaben 0,3295 g CO, und 0,0920 g H,O 
Il. 0,1215 » , >» 00,3000 >» » » 0,0838 » » 
HI. 0,2143 » > >» 15,1 ccm N bei 25,5° und 754 mm Druck. 
C,oH,,NO, berechnet: C = 67,04°9/o H = 7,39°%/o N == 7,82° 0 
gefunden: I. C = 67,52°/o H = 7,66°o — - 
I. C 67,32°%o H = 7,65°/o 
II. — -- N == 7,74°/o 








! 


Stoffwechselversuche. 


Versuch I. 


Einem etwa 12 kg schweren Hund wurden 3 g m-Tolyl- 
alanin subcutan injiziert, gelést in wenig Wasser. 
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Der Harn wurde nach Einengen und Ansiiuern ausge- 
iithert und schlieBlich mit dem Kutscher-Steudelschen Ex- 
traktionsapparat erschépft. Das Atherextrakt wurde durch Aus- 
schiitteln mit Bisulfit in zwei Fraktionen geteilt. Beide Frak- 
tionen bestanden jedoch nur aus ganz geringen Mengen von 
Sirupen, aus denen definierbare Produkte nicht zu _ isolieren 
waren. Die Bisulfitfraktion gab mit Eisenchlorid keine Farb- 
reaktion und reduzierte nicht. 

Dieser Versuch schon deutete auf eine sehr gute Ver- 
brennbarkeit des m-Tolylalanins, die anscheinend sogar besser 
sein konnte als die des von Dakin untersuchten p-Tolylalanins. 
Da ein solcher Befund fiir die Schliisse auf den Verbrennungs- 
modus des Benzolkerns von Bedeutung sein mufte, suchte ich 
ihn durch einen beweisenderen Versuch zu stiitzen. Zur besseren 
Demonstration der Verbrennbarkeit verfiitterte ich eine gréBere 
Quantitit der Aminoséure. Die Ausscheidung der gesuchten Ab- 
bauprodukte suchte ich durch Bestimmung der dtherldslichen 
Sauren quantitativ zu verfolgen. 


Versuch II. 


Bei gleichmabiger gemischter Kost sammelte ich in einem 
Selbstversuch den Harn von 8 Uhr morgens bis 8 Uhr morgens 
quantitativ auf. Die Tagesmenge wurde nach Entnahme der 
Proben zur Stickstoffbestimmung mit Schwefelsdéure 1 : 8 ange- 
sduert bis zur kongosauren Reaktion und darauf vollstandig unter 
vermindertem Druck auf ein kleines Volumen eingeengt. Der ein- 
geengte Harn wurde 5 mal mit dem 1!/2fachen Volumen Ather aus- 
geschittelt und schlieflich noch zwei Tage mit dem Kutscher- 
Steudelschen Apparat extrahiert. Die vereinigten Atherextrakte 
wurden in heifiem Wasser gelést, mit Tierkohle gekocht und 
hei® filtriert, das Filter mit heifem Wasser gut ausgewaschen. 
Das Filtrat wurde mit "/1-Natronlauge titriert. Nur beim Ver- 
suchstag wurde das Filtrat auf 500 ccm aufgefillt, und davon 
50 ccm mit ®/10-Natronlauge titriert. Der Stickstoff wurde nach 
Kjeldahl bestimmt. Die beigefiigte Tabelle, in der die dather- 
ldslichen Séuren in den titrierten Kubikzentimetern "/1-Natron- 
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Selbstversuch mit 16 g m-Methylphenylalanin. 














| ms? pare | 
| Versuchstage | Spez. | ” | oN | Atherl8sliche 
| menge; _ pro die. . 
po ~~ | Gew, | | Sauren 
| Marz 1913 | ccm | | g | % | 
| | | 
I. |17,/18. 8ha.m.) 1100 | 1020 | 9,46 | 0,86 18,6 





I. 18/19. » | 1100! 1030/110 | 100) 145 | 
I. |19/20. >» | 1370 | 1020 | 11,7 | 084} 21,8 





j 
} 
} 
} 
\16g in Dosen 
j 














IV. |20/21. » | 2440 | 1018 |13,9 | 057) 31,2 

rae ener mee: Pie ; von 8 X2¢g 
V. j21j22. >» | 1200 | 1025 | 9,7 | 0,81 18 | 
VI. |22./23. 1550 | 1030 11,8 | 0,76) 22,3 


lauge angegeben sind, veranschaulicht den Verlauf dieses Ver- 
suchs. 

Am Versuchstag wurden 16 g m-Tolylalanin in 8 Por- 
tionen zu je 2g, auf den Tag verteilt, eingenommen. Durch 
das notwendige Nachtrinken von Wasser ist am Versuchstag 
die Urinmenge mafig vermehrt. Der Stickstoff ist leicht er- 
hoht, etwa entsprechend dem eingefiihrten Aminosiurestickstoff. 
Die iitherléslichen Séuren zeigen eine deutliche Vermehrung, 
die jedoch bei weitem nicht der eingefiihrten Aminosaure ent- 
spricht. Wire die Aminosiure quantitativ in einbasische ather- 
lésliche Siuren iibergegangen, so hatte eine Vermehrung um 
90 cem "/1-Natronlauge gefunden werden miissen. Die Ver- 
mehrung betrug jedoch nur 9,4 ccm, also nicht wesentlich mehr 
als 10°/o des méglichen Ausschlags. 

Dieser Verlauf sprach ftir eine sehr ausgibige Verbrennung 
des m-Tolylalanins, er lieB jedoch trotzdem erwarten, dab sich 
im Harn noch nachweisbare Mengen von Abbauprodukten finden 
hieBen. 

Der mit Ather extrahierte Harn war optisch inaktiv und 
wurde nicht weiter untersucht. 

Die restlichen 450 ccm der wisserigen Lésung des Ather- 
extrakts wurden wieder im Vakuum eingedampft bis zur 
Trockene. Der Riickstand wurde in konzentrierter Bisulfit- 
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lauge aufgenommen und diese mehrfach mit SO,-haltigem Ather, 
der Ather wieder mit Bisulfit ausgeschiittelt. 

Die Bisulfitlésung wurde mit Salzsiure bis zur kongo- 
sauren Reaktion versetzt, die schweflige Siure auf dem Wasser- 
bad verjagt, die Lésung wieder ausgeathert. Der Atherextrakt 
bildete nach Verdampfen des Athers nur eine geringe Menge 
eines nicht krystallisierenden Sirups (Menge: 0,6 g). Derselbe 
reduzierte weder ammoniakalische Silberlésung noch alkalische 
Kupferlésung und gab mit Eisenchlorid keinerlei Farbreaktion. 
Das Vorhandensein einer Ketonséure in dieser Fraktion war 
somit auszuschliefien. 

Die von der Bisulfitldsung abgetrennte atherische 
LoOsung wurde ebenfalls nach dem Trocknen mit Glaubersalz 
abdestilliert. Sie hinterlief einen Sirup, der nach einigen Tagen 
stark mit Krystallen durchsetzt war. Durch Umkrystallisieren 
gelang jedoch deren Abtrennung nicht. Die Hauptmenge léste 
sich in heiBem Benzol, unter Zuriickbleiben von ganz wenig 
einer dunkelgefiirbten harzigen Masse. Die Benzollésung war 
optisch inaktiv. Auch aus Benzol wurde schlieblich nur wieder 
ein mit Krystallen durchsetzter Sirup erhalten, der nach dem 
Trocknen im Exsikkator 1,5 g wog. SchlieBlich konnten die 
Krystalle nur durch Abpressen auf Ton gereinigt werden, wobei 
allerdings die Hauptmenge des Extrakts in den Poren ver- 
schwand. Die zuriickbleibenden Krystalle lieben sich dann 
aus Wasser umkrystallisieren und wurden daraus in weiben 
Nadeln erhalten. Dieselben wogen 0,06 g, waren stickstofffrei, 
sublimierten beim Erhitzen und schmolzen bei 121°, waren 
somit mit Benzoeséiure zu identifizieren. 

Aus dem Tonscherben noch krystallisierbare Stoffe zu 


isolieren, war nicht moglich. 


Da die Benzoeséure als Abbauprodukt des Tolylalanins 
nicht in Betracht kommt, ist es somit nicht gelungen, im 
Atherextrakt des Harns einen Abkimmling der ver- 
fiitterten Substanz aufzufinden, nachdem schon die 
Titration gezeigt hatte, dafi man nur geringe Mengen 
solcher erwarten konnte. 
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Es muf deshalb aus diesen Versuchen der SchluB ge- 
zogen werden, dafs auch das m-Tolylalanin im Organismus in 
weitgehendem Mafie der Verbrennung unterliegt, und zwar 
offenbar noch vollstandiger als das von Dakin untersuchte 
p-Tolylalanin. Dieses Resultat ware eine weitere Stiitze fiir 
die Annahme, daf} die Methylgruppe im Kern den Abbau des 
Benzolkerns nicht stort, ohne Riicksicht auf die Konstitution. 
Die gefundene, anscheinend besonders gute, Verbrennbarkeit 
gerade unserer Substanz kénnte aber auch zugunsten der An- 
nahme der Chinole als Zwischenprodukte verwendet werden. 

In der nachstehenden Arbeit wird auf diese Folgerungen 
zuriickzukommen sein. 








Uber den Abbau des m-Methylphenylalanins im Organismus. 
Il. Mitteilung. 


Von 
K. Fromherz und L. Hermanns. 


(Aus der medizinischen Poliklinik in Freiburg i. Br.) 
(Der Redaktion zugegangen am 6. Dezember 1913.) 


Die vorstehende Arbeit von L. Bohm fiihrte zu dem 
Resultat, dafi das verfiitterte m-Methylphenylalanin (m-Tolyl- 
alanin) gut verbrannt wird, mdglicherweise sogar besser als das 
entsprechende p-Tolylalanin. Das Resultat befriedigte jedoch 
nicht vollig, weil es nicht gelang, den entsprechend der Ver- 
mehrung der atherldslichen Séuren sicher vorhandenen unver- 
brannten Anteil der Aminosdure oder ihrer Umwandlungsprodukte 
zu isolieren. Die schlieblich nach mtihsamen Versuchen aus dem 
Harn des Versuchstags isolierte Benzoesiure lief die Vermutung 
aufkommen, da schlieBlich doch ein mit Glykokoll gepaartes 
Umwandlungsprodukt in gréferer Menge vorhanden gewesen 
sein kénnte, das einen grofen Teil des Glykokolls beansprucht 
und der Paarung mit Benzoesaure entzogen hitte. Ferner konnte 
bei der grofen Wasserléslichkeit der verfiitterten Aminoséure 
ein in Wasser leicht und in Ather schwer lisliches Produkt im 
Harn ausgeschieden worden sein, das sich durch diese Eigen- 
schaften dem Nachweis entzogen hitte. 

Da es Herrn BOhm aus 4uBeren Griinden nicht mehr 
moglich war, die Arbeit fortzusetzen, suchten wir der Frage 
des Verbleibs, der Menge und der chemischen Natur der ver- 
inuteten Umwandlungsprodukte des m-Tolylalanins noch durch 
einige Versuche naher zu kommen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXIX. 8 
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Quantitative Verfolgung der Verbrennung der 
Aminosdure. 


In erster Linie war erforderlich, mit Sicherheit festzu- 
stellen, welche Mengen an unverbrannten Abkémmlingen unserer 
Aminosiiure im Harn vorhanden sein konnten im Vergleich 
zum entsprechenden p-Tolylalanin. Wir verfitterten dazu einem 
gleichmabig geniihrten Hund gleiche Mengen der beiden Amino- 
siuren und bestimmten im Harn Stickstoff und Kohlenstoff. 
In derselben Versuchsreihe gaben wir noch zum Vergleich die 
dem m-Tolylalanin (I) entsprechende m-Tolylessigsaure (III), um 
auch deren Ausscheidung im Harn zu verfolgen. Da die letztere 
Siure auch ein Abbauprodukt des Tolylalanins sein konnte, 
wie die beigefiigten Formeln veranschaulichen, war es mdg- 
lich, auf diese Weise die Auffindung des Wegs zur Identifizie- 
rung eines ausgeschiedenen Paarlings zu erleichtern. 


[. HE II. 


(cu, CH, / CH, 
\) » J 4 VY 
CH, CH, CH, 
bu, to oon 
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Die Resultate dieser Versuche sind zuniichst in der neben- 
stehenden Tabelle enthalten. Der Stickstoff wurde nach Kjeldahl, 
der Kohlenstoff auf nassem Wege nach Messinger bestimmt, 
mit der alleinigen Abanderung, dai das vorgelegte Verbren- 
nungsrohr nur mit Bleichromat gefiillt war. Der weibliche Hund 
wog 11,8 kg, war zwecks Erleichterung des Katheterisierens 
operiert und wurde tiiglich zur bestimmten Stunde zur Ab- 
grenzung der Tagesmengen des Harns katheterisiert. Das Futter 
bestand in Milch und Hundekuchen. Der Hund wog am Ende 
des Versuchs noch 11,5 kg, hatte also nicht wesentlich durch 
den Versuch abgenommen. Die Substanzen wurden in Milch 
aufgeschwimmt durch die Schlundsonde gegeben. Erbrechen 


trat in keinem Fall ein. 
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Zunichst wurden 6,0 gm-Tolylessigsaure mit Natrium- 
bicarbonat neutralisiert gegeben. Aus den Zahlen der Tabelle 
geht unter Beriicksichtigung des Verhaltnisses C: N der Normal- 
perioden ohne weiteres hervor, daB am Versuchstag sogar 
mehr Kohlenstoff vermehrt ausgeschieden wurde, als der ein- 
gefiihrten Saure entsprach. Die Saéure muf also wenigstens zum 
groben Teil gepaart ausgeschieden worden sein. Nimmt man 
eine Paarung mit Glykokoll an, dann ist nach den Bestimmungen 
93°/o der eingefiihrten Substanz wieder im Harn erschienen, 
das ist also fiir physiologische Verhaltnisse eine so gut wie 
quantitative Ausscheidung. 

Zur Bestimmung der atherléslichen Séiuren wurden die 
Harne der Normalperioden vereinigt. Die auf den Tag _ be- 
rechnete Menge derselben, angegeben in Kubikzentimetern ®/1- 
Natronlauge, betrug in der Vorperiode 5,4 ccm, am Versuchstag 
mit m-Tolylessigsdure 41,9 ccm, das bedeutet also eine Vermeh- 
rung um 36,5ccm. Da 6,0g der verfiitterten Saéure 40,0 ccm 
verbraucht hatten, entsprach also die Vermehrung der ather- 
léslichen Séuren 91°/o der verfiitterten Substanz, ein Resultat, 
das mit dem Ergebnis der Kohlenstoffbestimmungen im Harn 
sehr gut tibereinstimmt. Das ausgeschiedene Umwandlungs- 
produkt war also quantitativ mit Ather zu extrahieren. Auf die 
chemische Natur desselben wird unten zurtickzukommen sein. 

Am siebenten Tag der Tabelle wurden 7,0 g m-Tolyl- 
alanin, also die etwa diquimolekulare Menge wie beim ersten 
Versuch gegeben. Der Kohlenstoff stieg an diesem Tag bei weitem 
nicht so hoch wie bei der Tolylessigséure, wenn auch immerhin 
ein sehr deutlicher Anstieg festzustellen ist. Aus dem Ver- 
hialtnis C : N laéBt sich berechnen, dai etwa 35°/o, also immerhin 
iiber ein Drittel des Kohlenstoffs der verfiitterten Aminosaure 
in den Harn iibergegangen ist. Die Verbrennung ist also keine 
volistiindige, obwohl ein wesentlicher Teil zu den letzten End- 
produkten abgebaut wird. Vergleicht man dieses Resultat mit 
dem von Bohm durch Bestimmung der itherléslichen Sauren ge- 
wonnenen, wobei nur 10°/o als unverbrannt nachzuweisen waren, 
so ergibt sich, dafi die Hauptmenge des unverbrannt 
ausgeschiedenen Restes der Aminosdure sich nicht 
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durch Ather aus dem Harn extrahieren lift, demnach 
bei der Untersuchung des Harns leicht entgeht. 

Am zehnten Tage der Tabellen wurde in derselben Weise 
das schon von Dakin gegebene p-Tolylalanin verfiittert. Der 
Kohlenstoff zeigte genau dasselbe Verhalten wie bei der Meta- 
Verbindung. Es wurde sogar ziemlich genau derselbe Anteil, 
35°/o, unverbrannt ausgeschieden, die Substanz war also in 
gleichem Grade der Verbrennung zugiinglich. 


Darstellung der m-Tolylacetursdure: 


Die Isolierung der Umwandlungsprodukte suchten wir 
zunichst durch die Synthese des einen vermuteten zu er- 
leichtern. Da anzunehmen war, dafs die Tolylessigsiure im 
Harn mit Glykokoll gepaart erscheint, haben wir diesen Paar- 
ling synthetisch dargestellt. Durch Uberfiihrung von m-Tolyl- 
essigsiure in das Chlorid (IV.) und Kondensation dieses Chlorids 
mit Glykokoll nach Schotten- Baumann ist leicht die m-Tolyl- 


acetursdure (V.) zu erhalten. 





“CH, NCH, 

P| dv) | (V) 
be NZ 

CH,CO- Cl CH, CO. NH. CH,COOH 


1. m-Tolylacetylchlorid: 20,0 m-Tolylessigsiure (von 
Schuchardt) wurden mit 60,0 Thionylchlorid tibergossen und 
zwei Stunden auf dem Wasserbad am Riickflubkihler erhitzt. 
Die Saure list sich sehr rasch, eine nennenswerte Verfairbung 
tritt nicht ein. Das Reaktionsgemisch wird sofort der fraktio- 
nierten Destillation unter vermindertem Druck unterworfen, 
wobei das reine m-Tolylacetylchlorid bei 15 mm und 136° 
iibergeht. Es ist ein Ol von mafig stechendem Geruch. Aus- 
beute 70—80°/o der Theorie. 

0.1416 g Substanz gaben 0,1194 ¢g AgCl: 
C,H,OCI berechnet: Cl = 21,09 °%/o 
gefunden: Cl == 20,83 °%/o. 

2. m-Tolylacetylglykokoll (m-Tolylacetursdure): 
Zu 5,0 g Glykokoll, gelést in 300 Wasser und versetzt mit 
30,0 Natriumbicarbonat, werden im Schiitteltrichter im Lauf 
einer Stunde unter standigem Umschiitteln allmahlich 10,0 g 
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m-Tolylacetylchlorid zugetropft. Man wartet mit dem weiteren 
Zusatz jeweils bis zum Verschwinden des Geruchs des Chlorids. 
Wenn alles Chlorid zugesetzt und verbraucht ist, schiittelt man 
noch 10 Minuten und sdéuert dann mit Salzséure stark an. Es 
fallt sofort eine schmierige und beim Stehen iiber Nacht eine 
krystallinische Masse aus, die zusammen abgesaugt und ge- 
trocknet werden. Nach dem Trocknen wird 1- bis 2 mal mit 
Petrolather ausgekocht, worin die m-Tolylessigsdéure spielend 
lOslich ist. Der Riickstand wird abgesaugt, mit Petrolather ge- 
waschen und getrocknet, dann aus Wasser umkrystallisiert: 
Ausbeute 7 g. 

Die m-Tolylacetursiure krystallisiert aus heifem Wasser 
(10fache Menge) in farblosen prismatischen und wetzstein- 
formigen Krystallen, die bei langsamer Krystallisation manch- 
mal zu Bliittchen verwachsen. Sie schmilzt bei 149°, lost sich 
leicht in heiBem, schwer in kaltem Wasser und in Ather, etwas 
leichter in Essigiither, ist unléslich in Ligroin und Petrolather. 

1. 0.3575 g Substanz heifs gelést und titriert mit Phenolphthalein 
als Indikator verbrauchen 17,0 ccm 4/10-NaQH: 
Molekulargewicht, einbasische Séure angenommen: 

gefunden: 210,5°/o 
C,,H,,NO, berechnet: 207,1°/o 

Dieselbe Menge zur N-Bestimmung nach Kjeldahl verwendet 
verbraucht 17,2 ccm ®/10-NaOH: 

2. 0.1554 g Substanz gaben 0,3645 g CO, und 0.0978 g H,O: 

C,,H,,NO, berechnet: C = 63,76°%o; H = 6,34°Jo; N = 6,76%o 
gefunden: 1. — —- N = 6,74°/o 


» 2. C = 63,96%o; H = 694%: = — 


Eine heibe 1°/oige wiésserige LOsung der m-Tolylacetur- 
siiure scheidet beim Erkalten eine reichliche Menge Krystalle 
ab. Die bei Zimmertemperatur gesittigte Lésung enthilt 0,34°/o 
der Séure. Schiittelt man diese Lisung mit dem gleichen 
Volumen Ather aus, dann geht etwas mehr als die Hiilfte der 
Siiure in den Ather, worin also die Loslichkeit nur wenig 
besser ist als in Wasser. 

Aus diesen Eigenschaften der Substanz geht hervor, dab 
dieselbe aus dem Harn durch Atherextraktion leicht darstell- 


bar sein miiBte. 
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Qualitative Untersuchung des Harns. 


Die wisserige LOsung der mit "/10-Natronlauge titrierten 
itherléslichen Substanzen aus dem Harn des Versuchs- 
tags mit m-Tolylessigsdiure wurde mit der notigen Menge 
n 1o-Schwefelsaure versetzt und, da sich dabei wenige Krystalle 
abschieden, tiber Nacht im Eisschrank stehen gelassen. Die 
dann abgesaugten Krystalle erwiesen sich nach mehrmaligem 
Umkrystallisieren aus Wasser durch ihren Schmelzpunkt 121°, 
ihre Krystallform und ihre Sublimierbarkeit als Benzoesiure. 
Ihre Menge war 0,05 g. 

Das Filtrat wurde im Vakuum fast zur Trockene einge- 
engt. Beim Versuch, den Riickstand in wenig heifem Wasser 
zu lisen, blieb der gréBte Teil als schwerlisliches Ol zuriick, 
das in wenig Ather aufgenommen wurde. Der Ather abgetrennt, 
getrocknet und verdampft, hinterlief} einen Sirup, der im 
Exsikkator krystallinisch erstarrte. Gewicht: 4,0 g. 

Es gelang nicht, diese Masse ohne weiteres umzukrystal- 
lisieren. Sie wurde deshalb auf einem Tonteller abgepreft und 
darauf mehrere Tage getrocknet. Die dann heruntergekratzte, 
noch schmierige Masse wog 2,5 g und wurde mit 50 ccm Benzol 
ausgekocht, worin ein wesentlicher Teil in Losung ging. Aus 
der filtrierten Benzollésung schied sich beim Erkalten eine 
besser krystallisierte Substanz ab, die aber noch unscharf 
zwischen 120 und 130° schmolz. Dieses Produkt ist jetzt im 
Gegensatz zu den friiheren aus Wasser umkrystallisierbar 
und scheidet sich daraus nach Kochen mit Tierkohle in reinem 
Zustand ab. Ks schmilzt gleichzeitig mit der oben beschriebenen 
synthetischen m-Tolylacetursiure bei 149° (korr.) und ergibt 
mit dieser vermischt keine Schmelzpunktsdepression. Ausbeute 
nur 0,5 g. 

0,2408 g Substanz verbrannten 12,0 "/10-NaOH (Indikator: Phenol- 
phthalein). Dieselbe Menge nach Kjeldahl zersetzt liefert eine 11,6 ccm 
"/1o-NaOH entsprechende Menge Ammoniak. 


C,,H,,NO, berechnet: Molekulargewicht : 207,1; N = 6,76 °%/o 
gefunden: » 201,0; N == 6,75 %o. 
Das so aus dem Harn isolierte Produkt ist somit mit der 
synthetischen m-Tolylacetursdure identisch, die m-Tolylessig- 
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siure wird ebenso wie die Phenylessigsaure einfach 
mit Glykokoll gepaart ausgeschieden. Ks sind jedoch 
im Harn dieser in reinem Zustand schén krystallisierenden 
Saure andere, schmierige Stoffe beigemengt, vielleicht 
auch ungepaarte Tolylessigsiure, die die Krystallisation 
hemmen und der Isolierung der Acetursdure grobe 
Schwierigkeiten bereiten. 


Nach diesen Erfahrungen erscheint es durchaus erklir- 
lich, dafB es bei den Versuchen von Herrn BOhm in der voran- 
gehenden Arbeit, fiir die der eine von uns mit verantwortlich 
ist, nicht gelang, geringe vorhandene Mengen m-Tolylacetur- 
sdure zu isolieren. Da eine Ketonsaure nicht entstanden war, 
alle andern méglichen Umwandlungsprodukte eines substituierten 
Phenylalanins aber optisch aktiv sein miiBten, die von Herrn 
Bohm unter Kontrolle des einen von uns gewonnenen Fraktionen 
aus dem Harn nach Verfiitterung des m-Tolylalanins alle optisch 
inaktiv waren, mu8 die mit Glykokoll gepaarte m-Tolyl- 
essigsiure als dasjenige Produkt angesehen werden, 
das die Vermehrung der atherléslichen Séuren und 
des Harnkohlenstoffs nach den Gaben von m-Tolyl- 
alanin verursacht. Dieses Umwandlungsprodukt nun wirk- 
lich aus dem m-Tolylalaninharn zu isolieren, wurde aufgegeben, 
weil das Interesse solcher Versuche der aufzuwendenden Miihe 
nicht entsprechen wiirde. 


SchluBfolgerungen. 


Aus den Versuchen von Bohm und uns geht her- 
vor, daB das m-Tolylalanin wie das p-Tolylalanin in 
gleicher Weise zu rund 2/s der verfiitterten Menge 
verbrannt werden. 

Dieses Resultat ist einigermafen tiberraschend. Nach den 
Ausfiihrungen in der Einleitung zur vorangehenden Arbeit wire 
zu erwarten gewesen, dafi die m-Verbindung, leichter verbrannt 
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wird, weil sie in p-Stellung nicht substituiert ist. Denn dort soll 
nach den Annahmen Neubauers der Benzolkern zuerst im 
Organismus oxydiert werden. 

Man konnte aus unsern Resultaten deshalb den Schluf 
ziehen, das im Gegensatz zu Neubauers Theorie der erste 
Angriffspunkt der Oxydation am Benzolkern ein beliebiger ist. 
Dem stehen aber doch die Befunde bei den drei isomeren 
Tyrosinen entgegen, von denen das natiirliche p-Tyrosin glatt 
verbrannt wird, wiéhrend die o- und m-Verbindungen nach 
Blum und Flatow zu wesentlichen Teilen unverbrannt aus- 
geschieden werden. Wir mochten deshalb nur folgern, dab 
der erste Angriffspunkt auch ein anderer als das p-Wasser- 
stoffatom sein kann, wenn ein solcher Abbaumodus auch ein 
Hilfsmittel zweiter Ordnung und deshalb wesentlich unvoll- 
kommener ist als der bevorzugte. Fir das m-Tolylalanin 
miissen wir annehmen, daf auch das neben dem p-Wasserstoff- 
atom stehende Methyl, nicht nur das dieses substituierende wie 
bei dem Dakinschen p-Methylphenylalanin, die Oxydation in 
p-Stellung, die zu dem normalen, bevorzugten Abbau fiihrt, 


hemmt. 


Wir haben im Hinblick darauf unsere Versuche fortgesetzt 
und werden demnichst tiber dieselben weiter berichten. 

Ein Einwand kénnte unsern Versuchen noch gemacht 
werden, dafi nimlich die Resorption im Darm eine unvollstandige 
sein kénnte. So schwierig es ist, diesen Einwand exakt zu 
entkraéften, so halten wir ihn doch fiir ganz unberechtigt, weil 
nicht angenommen werden kann, da8 eine zumal in den Saften 
des Darmkanals sich spielend lésende Aminosiure nicht auch 
ebensoleicht aus dem Darm resorbiert werden sollte. 


Anmerkung. 


Wir haben die beiden Tolylalanine (mit dem einen die Versuche 
Dakins nachpriifend) auch an einen Alkaptonuriker verfiittert und fest- 
gestellt, daf’ beide nicht in Alkapton tibergehen. 

(H: N: Vortag: 52,9, — m-Tolylalanintag (16 g) 44,0. — Nachtag: 54,6). 

Ferner haben wir das m-Methyltyrosin dargestellt, ausgehend vom 
4-Methyl-4-Methoxy-benzaldehyd : 
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CHNH, 


boon 
F. P. 277°. I. 0,1737 g Substanz gaben 0,3940 ¢ CO, und 0,1065 g H,O 
Il. 0.2332 g Substanz gaben 15,25 ccm N bei 22° u. 745,5 mm 
C,oH,,NO, berechnet: C = 61,51°/o; H = 6,71°70; N = 7,17°%o. 
gefunden: I. C = 61,86°/o; H = 6,79°% 0; I. N == 7,20°%o. 

Auch diese Substanz geht beim Alkaptonuriker nicht in ein Hydro- 

chinonderivat tiber (H : N: Vortag: 49,3 — nach m-Methyltyrosin (8 g) : 52,4 
Nachtag: 50,8). 

Trotzdem wird sie vom Alkaptonuriker glatt verbrannt ausweislich 
des Kohlenstoffgehalts des Harns: (C: N: Vortag: 1,005. — Versuchstag: 
O90. Nachtag: 1,023). 

Zur Kontrolle verfiitterte p-Oxyphenylbrenztraubenséure ging nur 
zu ‘3 in Homogentisinséure tiber, der Rest wurde ausweislich der Kohlen- 
stoffbestimmungen verbrannt. 

Der Alkaptonuriker ist also imstande, alle diese aromatischen Sub- 
stanzen zu verbrennen. 

Auf diese Versuche werden wir demnichst zusammen mit noch 
nicht véllig abgeschlossenen ausfiihrlich zuriickkommen. 








Uber den Nachweis und die Bestimmung kleiner Mengen Jod 
in Olen. 
Von 
G. Fendler und W. Stiiber. 


(Mitteilung aus der chemischen Abteilung des Untersuchungsamtes der Stadt Berlin.) 
Direktor: Geheimer Regierungsrat Prof. Proskauer. 


(Der Redaktion zugegangen am 8. Dezember 1913.) 


1. 


Anlaf} zu dieser Arbeit gaben die auferordentlich schwan- 
kenden Literaturangaben tiber den Jodgehalt des Lebertrans. 

Nach Dr. Jongh’) enthielt brauner Lebertran 0,0406°/o, 
heller Tran 0,0374°/o Jod; nach K6nig*) enthilt Lebertran im 
Mittel 0,030°/o Jod; Schmidt?) gibt 0,0002—0,0003°/o, Hagers 
Handbuch 0,002—0,003°/o an. Stanford‘) fand nicht tiber 
0,000 434 °/o, im filtrierten Tran sogar nur 0,00004°/o, Gorges 5) 
im Maximum 0,05°/o usw. 

Es ist sehr wahrscheinlich, dafi diese so sehr voneinander 
abweichenden Ergebnisse ihren Grund nicht in starken Schwan- 
kungen des Jodgehaltes im Lebertran haben, sondern dal sie 
zum groben Teil auf die Anwendung unzureichender analy- 
tischer Methoden zuriickzufiihren sind. 

Bei einzelnen Autoren laBt sich dies ohne grofe Mihe 
nachweisen. Eine Fehlerquelle scheint uns bereits durch zu 
starkes Erhitzen bei der Veraschung bedingt, wobei eine Ver- 
flichtigung von Jodid eintreten kann. Dies ist beispielsweise 


1) Benedikt-Ulzer, Analyse der Fette und Wachse, 5. Auflage, 
S. 910. 

2) J. KOnig, «Die menschlichen Nahrungs- und Genufimittel», 4. Auf- 
lage, Bd. 1, S. 66. 

5) Schmidts Lehrbuch der pharmaceutischen Chemie, 4. Auflage, 
Bd. 2, S. 682. 

*) Pharmaceutische Zeitung, 1884, Bd. 29, S. 671. 

5) Journ. Pharm. Chim., 1896 [6], Bd. 3, S. 228; Chem. Zentral- 
blatt, 1896, Bd. 1, S. 768. 
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zu befiirchten, wenn die Lebertranseife mit Salpeter verpufft 
(Gorges u. a.) und die Kohle noch dazu in der Muffel bei 
starker Rotglut verascht wird (Gorges). Hierbei miissen Jod- 
verluste eintreten. Bei der Salpeterschmelze ist auch mit Jodat- 
bildung zu rechnen, was nicht von allen Autoren beriicksichtigt 
wird. Anderseits hat man bei der Veraschung mit Salpeter- 
zusatz zu befiirchten, daB die Asche nitrithaltig ist. Beriick- 
sichtigt man dies nicht, so muB besonders dann ein ganz 
falsches Ergebnis erhalten werden, wenn man unter Benutzung 
jodentbindender Mittel destilliert und das Destillat in Jodkalium- 
ldsung auffangt. (Reboul.) Auch erscheint es zweifelhaft, ob 
von allen Verfassern der Prifung der Reagentien auf Jodgehalt 
die nétige Aufmerksamkeit gewidmet worden ist. 

Wir geben im folgenden zunichst eine kleine Ubersicht 
liber eine Anzahl von anderen Autoren benutzter Methoden. 

B. Barral') verbrennt das Ol in einem besonderen 
Apparat und weist das Jod im wisserigen Verbrennungsprodukt 
nach. Er fand auf diese Weise stets im Lebertran, nicht aber 
im Mandel-, Senf- und Olivenél Jod. 

Stanford?) verseift 300 g Lebertran mit 60 g Atznatron, 
verascht und behandelt einen Teil der Aschenl6sung mit nitroser 
Schwefelséiure und Schwefelkohlenstoff; er vergleicht dann 
kolorimetrisch. 

Gorges (I. c.) behandelt 25 g Lebertran mit 25 g Sal- 
peter und 30 g alkoholischer Kalilauge, trocknet und erhitzt 
auf dunkle Rotglut (!). Die Aschenlésung wird mit Essigsaure 
angesiiuert, mit Ammoniumpersulfat versetzt und mit Schwefel- 
kohlenstoff ausgeschiittelt; die Schwefelkohlenstoffl6sung wird 
mit !/100-n-Thiosulfat titriert. 

Hugo Andres®*) verascht 3 (!) g Lebertran mit 2 g Soda, 
lost die Asche, filtriert, séuert mit rauchender Salpetersaure 
an, schiittelt mit Schwefelkohlenstoff aus und titriert mit 


') Compt. rend. de l’acad. des sciences, Bd. 84 (1877), S. 308. 

*) Pharm. Journ. (3), Bd. 14, S. 353; Benedikt-Ulzer, 4. Auflage, 
S. 730. 

°) Pharm. Zeitung f. Rufiland, Bd. 28, S. 145—148; Chem. Zentral- 
blatt, 1889, Bd. 1, S. 553. 
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1/10 (!)-n-Thiosulfatlésung. Er fand in blondem Lebertran im 
Mittel 0,02°/o Jod, in gelbem 0,031°/o. 

Dieterich') lost die Salpeterschmelze in Wasser, siuert 
an und bestimmt das Jod gewichtsanalytisch als Jodsilber. 

Seyda?) verascht 20 g Lebertran mit 40 g Atznatron, 
leitet in den Aschenauszug Kohlensaure ein, fallt das Natrium- 
carbonat mit Alkohol, filtriert, dampft ein, brennt weif, lést 
in Wasser und schiittelt nach dem Zusatz von Schwefelsaéure 
und Kaliumnitrit mit Chloroform aus; er begniigt sich mit dem 
qualitativen Nachweis. Gleichzeitig weist Verfasser besonders 
im Hinblick auf die Baumannsche Methode des Nachweises 
geringer Jodmengen in tierischen Geweben auf die Nachteile 
der Verwendung von Salpeter bei der Veraschung hin. 

E. Reboul*) verseift, verbrennt mit Salpeter, list in 
Salzsiiure, versetzt mit Eisenchlorid, treibt das Jod in Jod- 
kaliumlésung iiber und titriert mit !/100-n-Thiosulfatlésung. 

Dali verschiedene dieser Methoden fehlerhaft sind und 
unbedingt zu falschen Ergebnissen gefiihrt haben miissen, ist 
klar. Es soll damit jedoch nicht gesagt sein, daf sie siémt- 
lich unbrauchbar sind. Immerhin sind die Autoren, soweit wir 
die Literatur tibersehen, den Beweis schuldig geblieben, daf ihre 
Verfahren befriedigende Ergebnisse liefern. Dies kann nur durch 
Untersuchung jodhaltiger Ole bekannter Zusammensetzung dar- 
getan werden. Von diesem Gesichtspunkt sind wir ausgegangen. 

Der von uns eingeschlagene Weg bietet nichts prinzipiell 
Neues, wohl aber den Vorteil, dafi durch unsere Versuche 
seine Zuverlissigkeit dargetan ist. 

Auch wir gehen davon aus, dafB wir das Ol! verseifen 
und verkohlen. Der wasserige Auszug der Kohle wird mit 
einem Oxydationsmittel behandelt, worauf das in Freiheit ge- 
setzte Jod ausgeschiittelt und titriert wird. 

Es war festzustellen, welches Oxydationsmittel und 
welches Ausschiittelungsmittel sich am besten eignet. Die dies- 


') Helfenberger, Annalen 1896; Pharm. Zentralhalle 1897, S, 302. 
*) Zeitschrift fiir 6ffentl. Chemie, 1897, S. 359. 
8) Bullet. de Pharm. du Sud-Est, 1898, S. 292; Pharm. Zentral- 


halle, 1898, S. 675. 
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beziiglichen Versuchsergebnisse sind im Teil Il dieser Arbeit 
niedergelegt. 

Der von uns eingeschlagene Weg ist mithin folgender: 

«25 g Ol werden in einer Platinschale mit 50 ccm al- 
koholischer Kalilauge') verseift. Nach dem Verjagen des Alkohols 
wird die Seife tiber dem Pilzbrenner vorsichtig verkohlt. Die 
Kohle wird mittels eines kleinen Pistills zerrieben und vor- 
sichtig weiter erhitzt, bis sie gr6éftenteils verbrannt ist. Man 
behandelt sie dann mit heifem Wasser, filtriert nach dem Er- 
kalten durch ein gehirtetes Filter und wiascht mit kaltem 
Wasser nach, bis das Filtrat nicht mehr alkalisch reagiert. 
Es werden auf diese Weise etwa 150 ccm Filtrat erhalten: 
diesem fiigt man 50 ccm verdiinnte Schwefelsiure?) und 20 cem 
10°/oige Kaliumdichromatl6sung hinzu, worauf man mit kleinen 
Mengen Tetrachlorkohlenstoff ausschiittelt. Die anzuwendende 
Tetrachlorkohlenstoffmenge ergibt sich von selbst, je nach der 
Menge des vorhandenen Jods. Bei Lebertran beispielsweise 
geniigen insgesamt 10—15 ccm. Man iiberzeugt sich davon, 
dafi die letzte Ausschiittelung nicht mehr gefarbt ist, andern- 
falls setzt man das Ausschiitteln mit weiteren Tetrachlorkohlen- 
stoffmengen fort. 

Die vereinigten Ausschiittelungen werden mit Wasser ge- 
waschen, das Waschwasser wird mit einigen Kubikzentimetern 
Tetrachlorkohlenstoff ausgeschiittelt. Nun werden die ver- 
einigten Tetrachlorkohlenstoffausschiittelungen ohne Verwendung 
eines Indikators mit 1/100-n-Thiosulfatlisung auf farblos titriert. 

Die 1/100-n-Thiosulfatlbsung wird nicht durch direkte 
Einstellung, sondern durch Verdiinnen von !/10-n-Thiosulfat- 
losung bereitet. 

Um die Reagentien zu priifen, fiihre man einen blinden 
Versuch aus, denn besonders das Kaliumhydroxyd ist nicht 
immer frei von Jod.» 

Zum Zwecke der Nachpriifung dieser Methode benutzten 
wir als jodhaltiges Ausgangsmaterial «Jodipin», ein im Handel 


') In 100 cem 14 g KOH und 70 cem Alkohol, sowie die ent- 


sprechende Menge Wasser enthaltend. 
*) In 100 ccm etwa 24 g H,SO, enthaltend. 
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befindliches farbloses Jod6l, dessen Jodgehalt wir gewichts- 
analytisch kontrollierten. 

Durch Verdiinnen des Jodipins mit Olivenél, das wir 
auf Jodfreiheit gepriift hatten, wurden Jodéle mit wechselndem 
geringen Jodgehalt hergestellt und nach dem oben beschriebenen 
Verfahren untersucht. Es wurden folgende Ergebnisse erhalten: 

1. Angewandt 25 g Ol mit 0,04%%o J. 
Verbraucht 7,8 ccm ca. '/1oo-n-lThiosulfatlésung ‘) 
Gefunden 0,0389 °/o J. 
Angewandt 25 g Ol mit 0,02 %o J. 
Verbraucht 3,8 cem ca. '/1:00-n-Thiosulfatlésung. 
Gefunden 0,0189°%o J. 
. Angewandt 25 g Ol mit 0,01 %o J. 
Verbraucht 2 cem ca. '/100-n-Thiosulfatlésung. 
Gefunden 0,00996 °/o J. 
4. Angewandt 25 g Ol mit 0,01 Jo J. 
Verbraucht 1,95 cem ea. '/100-n-Thiosulfatlésung. 
Gefunden 0,0097°/o J. 
Angewandt 25 g Ol mit 0,0048°%o J. 
Verbraucht 0,95 cem ca. 4/100-n-Thiosulfatlisung. 
Gefunden 0,0048°/o J. 
6. Angewandt 25 g O1 mit 0,0034%o J. 
Verbraucht 0,65 ccm ca. '/100-n-Thiosulfatlésung. 
Gefunden (),0033 °/o J. 
. Angewandt 25 g Ol mit 0,0024°/o J. 
Verbraucht 0,45 ccm ca. */100-n-Thiosulfatlésung. 
Gefunden 0,00224°o J. 
8. Angewandt 25 g¢ Ol mit 0,002°/o J. 
Verbraucht 0,4 cem ca. '/100-n-Thiosulfatlésung. 
Gefunden 0,00199°/o J. 
9, Angewandt 25 g Ol mit 0,0004% J. 
Verbraucht 0.1 ccm ca. 4/100-n-Thiosulfatlésung. 
Gefunden 0.0008 °/o J. 

Die Resultate zu 1—8 geniigen den praktischen An- 
forderungen und tun die Brauchbarkeit der Methode dar. DaB 
bei sehr kleinen Jodmengen nur ein annaherndes Ergebnis zu 
erwarten ist, wie der Versuch 9 zeigt, darf nicht tiberraschen, 
denn wenn man auch, was selbstverstindlich ist, mit einer 
sehr genau (in '/50 ccm) eingeteilten Biirette arbeitet, mul der 


Titrationsfehler bei einem Verbrauch von nur 0,1 ccm unver- 


bo 
° 


w+ 
ww 


as 
wt 


J 


'' 1 ccm der Thiosulfatlésung entsprach 0,001246 g J. 
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haltnismaBig grofs werden. Bei so kleinen Mengen diirfte der 
kolorimetrische Vergleich vorzuziehen sein. Nach dieser Rich- 
tung werden wir unsere Versuche fortsetzen; gleichzeitig werden 
wir bemiiht sein, ein gr6éBeres analytisches Material tiber den 
Jodgehalt verschiedener Lebertransorten beizubringen. Vorerst 
teilen wir einige wenige Untersuchungsergebnisse mit. Wir 
fanden in drei verschiedenen Sorten «Oleum Jecoris Aselli 
vapore paratum D. A. B. V» : 0,00099; 0,00075 und 0,00149°/o J. 

Was den rein qualitativen Nachweis allerkleinster Jod- 
mengen betrifft, so empfiehlt es sich zu verfahren wie oben 
angegeben, jedoch nur einmal mit 5 ccm Tetrachlorkohlenstoff 
auszuschiitteln und zu beobachten, ob der Tetrachlorkohlen- 
stoff gefarbt ist. 

Man verfehle jedoch hierbei erst recht nicht, blinde Ver- 
suche zur Priifung der Reagentien auszufiihren. 


I. 


Versuche zur Ermittelung des geeignetsten Verfahrens des Nachweises 
und der Bestimmung kleiner Jodmengen in Jodiden. 


Durch zweckmiébige Veraschung jodhaltiger organischer 
Substanzen und geeignete Weiterbehandlung der Asche erhilt 
man eine klare wisserige Losung, in der sich das in der Aus- 
gangssubstanz enthalten gewesene Jod in Form von Jodid oder 
Jodwasserstoff findet. Zum Zwecke des qualitativen oder quan- 
titativen Nachweises setzt man das Jod nun durch ein geeig- 
netes Oxydationsmittel in Freiheit und schiittelt es mit einem 
derjenigen LOsungsmittel, welchen es die bekannte charakte- 
ristische Violettfarbung verleiht, aus. Die Menge des vor- 
handenen Jods erfahrt man alsdann durch Titration der so 
erhaltenen Jodlésung mit Thiosulfat oder durch kolorimetrischen 
Vergleich. 

Durch Vorversuche wurde festgestellt, da sowohl in 
Chloroformlésung, als auch in Tetrachlorkohlenstofflésung noch 
0,0002 bis 0,00025 g (4/s —'l4 mg) Jod in 100 ccm des Lésungs- 
mittels durch die Violettfarbung erkennbar sind, wenn man 
5 ecem der Loésung (enthaltend 1/100—1/so mg J) in einem Rea- 
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genzglas mittlerer Starke mit der gleichen Menge in einem 
zweiten Reagenzglase enthaltenen jodfreien Lésungsmittels in 
der Aufsicht bei weifiem Hintergrunde vergleicht. Besser er- 
kennbar ist die Violettfiirbung noch, wenn man von oben in 
das Reagenzglas hineinsieht, oder aber die in einem mdglichst 
schmalen Zylinderchen (10 cem-Mebzylinder) enthaltene Fliissig- 
keit von oben her betrachtet. 

Zum Zwecke des qualitativen Nachweises kleinster Jod- 
mengen in Jodiden war nun zu ermitteln, unter Verwendung 
welches Oxydationsmittels es mdglich ist, aus einer stark ver- 
diinnten wisserigen LOsung mit Hilfe von 5 cem Ausschiitte- 
lungsfliissigkeit noch jene geringste nachweisbare Jodmenge 
von etwa !/s0o mg J herauszuholen. 

Als AusgangslOsung diente eine Jodkaliumlésung, deren 
Jodkaliumgehalt 0,0005 g (1/2 mg) Jod im Liter entsprach. 

Je 25ccm dieser Jodkaliumlésung (entsprechend 0,0000125 g 
= 'Is0 mg J) wurden mit 20 ccm verdiinnter Schwefelsiiure und 
145 cem Wasser gemischt und mit einem der folgenden Oxy- 
dationsmittel versetzt. 

a) 5 cem 10°/oige Kaliumnitritlosung. 
b) 10 « 10°/oige Eisenchloridlésung. 


ec) 10 « 10°/oige Kaliumdichromatlisung. 

d) 10 3°/oige Wasserstoffsuperoxydlésung. 
e) 10 » 10°/oige Ammoniumpersulfatlésung. 
f) 10 » 5°/oige Kaliumpermanganatlosung. 


In jedem Falle wurde dann mit 5 ccm Chloroform einige 
Minuten kraftig geschiittelt; das Chloroform wurde abgelassen 
und es wurde mit wenig Chloroform nachgeschiittelt, bis die 
Menge der abgelassenen Fliissigkeit wieder 5 ccm betrug. 

Bei der Verwendung von Eisenchlorid, Wasserstoff- 
superoxyd und Kaliumpermanganat (Jodsaurebildung!) 
war das Chloroform farblos; bei Verwendung von Kaliumnitrit 
wurde eine triibe Chloroformausschittelung erhalten, deren 
Violettfarbung erst nach dem Behandeln mit entwissertem 
Natriumsulfat deutlich hervortrat. Die mit Kaliumdichromat 
und mit Ammoniumpersulfat behandelten Fliissigkeiten lieferten 
klare und deutlich violett gefarbte Chloroformausschiittelungen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXIX. 9 
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Fiir den qualitativen Nachweis kleinster Jod- 
mengen in Jodiden kénnen als Oxydationsmittel mit- 
hin Kaliumdichromat, Ammoniumpersulfat und Ka- 
liumnitrit in Betracht kommen. 

Weiterhin war festzustellen, welches dieser Oxydations- 
mittel sich auch fiir die quantitative Bestimmung kleiner 
und mittlerer Jodmengen eignet. 

Es wurde zu dem Zweck wie vorher verfahren, nur 
wurde als Ausgangslésung eine zehnfach stirkere Jodkalium- 
losung verwendet, sodaf in der auszuschiittelnden Lésung !/s mg 
Jod enthalten war. 

Bei der Verwendung von Kaliumdichromat wurde eine 
Chloroformausschiittelung erhalten, deren Fiarbung mit der- 
jenigen einer Vergleichslésung tibereinstimmte. 

Ammoniumpersulfat erwies sich als ungeeignet, da 
die Farbung der Chloroformlésungen schwacher war als die- 
jenigen einer Vergleichslésung. 

Kaliumnitrit lieferte eine sehr deutlich gefiarbte, aber 
triibe Ausschiittelung, welche zum Zwecke des Vergleichs erst 
mit Natriumsulfat behandelt werden mufBte. Die Ausschiittelung 
besalfi auberdem die unangenehme Eigenschaft, daB sie, sei es 
vor, sei es nach der Behandlung mit Natriumsulfat, sich inner- 
halb 2 Stunden entfarbte. 

Die weiteren Versuche wurden auf Kaliumdichromat und 
Kaliumnitrit beschrinkt; als Ausschiittelungsmittel wurden Chloro- 
form, Tetrachlorkohlenstoff und Schwefelkohlenstoff benutzt. 


Kaliumnitrit. 


1. 25 ccm Jodkaliumlésung, enthaltend 0,0189 g J. 
150 » Wasser, 
25 » verdiinnte Schwefelsiure, 
5 » 10°%oige Kaliumnitritlésung, 
ausgeschiittelt mit 10 +5 -++- 5-+-5--5, also im ganzen 
30 » Schwefelkohlenstoff. 

Die Schwefelkohlenstoffausschiittelung wurde 2mal mit je 50 ccm 
Wasser gewaschen, das Waschwasser mit kleinen Mengen Schwefelkohlen- 
stoff ausgeschittelt. 

Die vereinigten Schwefelkohlenstoffausschiittelungen wurden mit 
‘/:oo-n-Thiosulfatlésung titriert. 

Gefunden: 0,0185 g J = 97,9°%o der angewandten Menge. 
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2. Wie bei 1., jedoch unter Verwendung von 45 ccm (10-}-5...... ) 
Tetrachlorkohlenstoff als Ausschiittelungsfliissigkeit. 
Gefunden: 0,0187 g J = 98,9°)0 der angewandten Menge. 
3. 50 ccm Jodkaliumlésung, enthaltend 0,0378 g J, 
125 » Wasser, 





) 25 »  verdiinnte Schwefelsdure, 
i 5 » 10°oige Kaliumnitritlésung, 
u ausgeschiittelt mit 50 ccm (10+ 5...... ) Tetra- 
e chlorkohlenstoff; weiter behandelt wie vorher. 
E Gefunden: 0,0378 g J = 100°/o der angewandten Menge. 
Kaliumdichromat. 
: Wie orientierende Versuche ergeben hatten, ist es not- 
; wendig, einen grofen Uberschu8 von Kaliumdichromat anzu- 
, : wenden. 
r 1. 25 ccm Jodkaliumlésung enthaltend 0,0189 ¢g J, 
; 150 » Wasser, 
| 25 » verdiinnte Schwefelsiure, 
é 20 » Kaliumdichromatlisung (10°%/o), 
: ausgeschiittelt mit 10 +5...... ccm, im ganzen 
L 30 » Chloroform. Die Chloroformausschiittelung wurde mit 
v 50 ccm Wasser gewaschen, das Waschwasser 4 mal mit 
je 3ccm Chloroform nachgeschittelt. 
Gefunden: 0,0175 g J = 92,6°%o der angewanden Menge. 
2. Wie bei 1., jedoch unter Verwendung von 35 ccm (10-++-5......) 
: Chloroform. 
) F Gefunden: 0,0182 g J = 96,3°/0 der angewandten Menge. 
F 3. Wie bei 2. 
: Gefunden: 0,0181 g J = 95,8°/o der angewandten Menge. 
! 4. 50 ccm Jodkaliumlésung, enthaltend 0,0378 g J, 
125 » Wasser, 


25 » verdiinnte Schwefelsaure, 
20 » Kaliumdichromatlésung (10°/o), 
ausgeschittelt mit 10+ 5......, im ganzen 45 ccm 
Chloroferm, weiter behandelt wie vorher. 
Gefunden: 0,0372 g J = 984% der angewandten Menge. 
a 5). 25 ccm Jodkaliumlésung, enthaltend 0,0189 g J, 
150 » Wasser, 
25 » verdiinnte Schwefelsdure, 
20 » Kaliumdichromatlésung (10°/o), 
ausgeschiittelt mit 10-+5..... ., im ganzen 30 ccm, 
Schwefelkohlenstoff, weiterbehandelt, wie vorher. 
Gefunden: 0,0186 g J == 98,4°/0 der angewandten Menge. 


9° 
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6. Wie bei 5. 
Gefunden: 0,0186 g J = 98,4°%o der angewandten Menge. 

. 25 ccm Jodkaliumlésung, enthaltend 0,0189 ¢ J, 

150 » Wasser, 

25 » verdiinnte Schwefelsdure, 

20 » Kaliumdichromatlésung (10°), 
ausgeschittelt mit 10-+-5...... , Im ganzen 35 ccm, 
Tetrachlorkohlenstoff, weiterbehandelt wie vorher. 

Gefunden: 0,0186 g J = 98,4°%o der angewandten Menge. 

Wie bei 7., jedoch mit 45 ccm Tetrachlorkohlenstoff ausge- 


“J 


x 


schiittelt. 
Gefunden: 0,0186 g J = 98,4°%o der angewandten Menge. 


9. Wie bei 8. 
Gefunden: 0,0187 g J = 98,9°/o der angewandten Menge. 


10. 50 ccm Jodkaliumlésung, enthaltend 0,0378 g J, 


125 » Wasser, 
25 » verdiinnte Schwefelsiure, 
20 » Kaliumdichromatlésung, 
ausgeschiittelt mit 10 + 5...... , im ganzen 50 ccm 


Tetrachlorkohlenstoff. 

Gefunden: 0,0377 g J = 99,7°/o der angewandten Menge. 
Aus diesen Versuchen geht hervor, dafi man sowohl bei 
der Oxydation mit Nitrit als auch bei der Oxydation mit 
Kaliumdichromat befriedigende Resultate erhalt, wenn man mit 
Schwefelkohlenstoff oder mit Tetrachlorkohlenstoff ausschiittelt; 
weniger zuverlissig sind die Ergebnisse bei der Verwendung 
von Chloroform als Ausschiittelungsmittel. Wir ziehen das 
Kaliumdichromat dem Kaliumnitrit vor, wegen der bei den 
qualitativen Versuchen (s. 0.) gemachten Erfahrungen. Ebenso 
bevorzugen wir den Tetrachlorkohlenstoff vor dem Schwefel- 

kohlenstoff, weil er ein angenehmeres Arbeiten gestattet. 























Uber den Ejinflu8 des Ammonsulfats auf die spezifische 
Drehung des Milchzuckers. 
Von 


R. Rosemann. 


Aus dem physiologischen Institut der Westfalischen Wilhelms-Universitat Miinster.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10, Dezember 1913.) 


In Band 78, Seite 89 dieser Zeitschrift hat E. Salkowski 
ein Verfahren zur Bestimmung des Milchzuckers in der Milch 
angegeben, bei dem die Milch durch Zusatz von Ammonsulfat 
enteiweift und im Filtrat der Milchzucker polarimetrisch be- 
stimmt wird. G. Jahnson-Blohm hat hierzu in Band 83, 
Seite 441 mitgeteilt, da durch die Gegenwart des Ammon- 
sulfats die Drehung des Milchzuckers herabgesetzt wird, und 
hat daher fiir die Salkowskische Methode der Milchzucker- 
bestimmung eine Korrektur von rund 0,10°/o vorgeschlagen. 
E. Kretschmer konnte (Band 85, Seite 286 dieser Zeitschrift) 
bei seiner Nachpriifung die Versuche von Jahnson-Blohm 
nicht ganz bestatigen; er fand, daB die mit Ammonsulfat ver- 
setzten Milchzuckerlésungen zuweilen eine geringere, zuweilen 
aber auch eine hdéhere Drehung zeigten, als reine Milchzucker- 
losungen. Die Abweichungen nach beiden Richtungen waren 
aber so gering, dafi er die Anbringung einer Korrektur bei 
dem Salkowskischen Verfahren nicht fiir zweckmafig hilt. 
Er bezeichnet jedoch weitere Versuche in dieser Richtung fir 
erwuinscht. — Ich habe schon vor mehreren Jahren aus einer 
anderen Veranlassung Versuche tiber den Einflufi des Ammon- 
suifats auf die Drehung von Zuckerlésungen angestellt und 
habe sie jetzt, veranlaBt durch die Salkowskische Mitteilung, 
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und noch ehe ich von den Angaben Jahnson-Blohms Kenntnis 
erhielt, wieder aufgenommen und erweitert. Ich teile im fol- 
genden meine Resultate, soweit sie die Beeinflussung der Drehung 
des Milchzuckers durch Ammonsulfat betreffen, mit. 

Ich verfuhr bei meinen Versuchen in der folgenden Weise. 
Es wurde eine ziemlich konzentrierte Milchzuckerlésung als 
Stammlésung hergestellt. aufgekocht, um Multirotation und 
etwaige Zersetzung zu vermeiden, und 24 Stunden stehen ge- 
lassen. Alsdann wurde die Drehung dieser LOsung bestimmt 
und unter Zugrundelegung einer spezifischen Drehung von 52,53 ° 
der Gehalt an Milchzucker in 100 ccm berechnet. Die Bestim- 
mungen wurden mit einem dreiteiligen Landolt-Lippichschen 
Halbschattenapparat von Schmidt und Haensch ausgefiihrt, 
die Liinge des Beobachtungsrohres war 200mm. Die ange- 
gebenen Werte sind immer das Mittel aus 10 Ablesungen. Von 
der Stammldésung wurden dann 50 cem in einem Mef£k6élbchen 
abgemessen und in einem andern Mefk6élbchen auf ein be- 
stimmtes Volumen verdiinnt, einmal mit destilliertem Wasser, 
und in einem zweiten Versuche unter Zusatz von Ammonsulfat 
in Substanz oder von gesattigter Ammonsulfatl6sung. In 100 cem 
der gesiattigten Ammonsulfatlbsung waren rund 53 g Ammon- 
sulfat enthalten. Aus der Drehung der mit Wasser hergestellten 
Verdiinnung wurde der Gehalt an Milchzucker berechnet; der 
Wert stimmte stets innerhalb der zulassigen Fehlergrenzen 
mit dem aus dem Grade der Verdtinnung berechneten Werte 
iiberein. Die unter Zusatz von Ammonsulfat hergestellte Ver- 
diinnung zeigte stets eine geringere Drehung, als die mit 
Wasser hergestellte; aus dieser Drehung wurde dann der Wert 
fiir die spezifische Drehung des Milchzuckers bei Gegenwart 
von Ammonsulfat berechnet. Nach dem Verfahren, das bei 
der Herstellung der ammonsulfathaltigen Verdiinnung befolgt 
wurde, zerfallen die Versuche in die folgenden 4 Reihen. 


1. Versuchsreihe. — Es wurde genau entsprechend 
der Vorschrift von Salkowski verfahren: 50 ccm der Stamm- 
lésung wurden mit 17,5 g Ammonsulfat versetzt, dieses unter 
Umschiitteln gelist, und schlieBlich die Flissigkeit mit gesat- 
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tigter Ammonsulfatl6sung auf 100 ccm aufgefiillt. Eine an- 
nihernde Schatzung des Gehalts dieser Verdiinnung an Ammon- 
sulfat erhilt man in folgender Weise. Durch Auflésen von 
17,5 g Ammonsulfat dehnen sich 50 ccm Milchzuckerlésung 
auf etwa 59 ccm aus; man hat also noch 41 cem gesittigte 
Ammonsulfatl6sung zuzusetzen, die noch 21,7 g Ammonsulfat 
enthalten, so daf in den 100 ccm der Verdiinnung 17,5-{- 21,7 
= 39,2 g Ammonsulfat enthalten sind. Jahnson-Blohm gibt 
an, daB die nach Salkowski erhaltene Fliissigkeit mit Ammon- 
sulfat «beinahe gesittigt» sei. Da eine gesittigte Ammonsulfat- 
lisung 53 g Ammonsulfat in 100 cem enthiilt, ist die Fliissig- 
keit tatsichlich etwa zu */5 gesiittigt. 





HW 























| Milch- | Ammon-| . 
Stamm- |S f. 
Verdiinnung Drehung; zucker | sulfat | _ 
losung in 100 ecm)in 100 ccm Drehung 
| 
1 — 10,411] 9,910 | — | 52,53 
la. 50ccmvon 1 mit Wasser | | 
auf 100ccm aufgefiillt . | 5,212 4,961 | — | 52,53 
1b. 50 ccm von 1 + 17,5 g| | 
(NH,),SO, mit gesattigter| 
Ammonsulfatlésung auf, | 
100 ccm aufgefiillt . .| 5,126 4,961 39,2 51,66 
2 — 10,654 | 10,141 | — | 52,53 
2a. 50ccm von 2 mit Wasser | | 
auf 100 ccm aufgefiillt .| 5,326 5,069 | — | 52,53 
| | 
2b. 50 ccm von 2 + 17,5 g | | 
(NH,),SO, mit gesittigter | | 
Ammonsulfatlésung auf | | 
100 ccm aufgefiillt . .| 5,270 5,069 | 39,2 | 51,98 
| | | 
2. Versuchsreihe. — Die 50 ccm der Stammlésung 


wurden mit gesittigter Ammonsulfatl6sung auf das gréfere 
Volumen aufgefiillt, oder es wurden bestimmte Volumina 
gesattigter Ammonsulfatldsung hinzugesetzt und mit Wasser 
aufgefiillt. 
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Stamm-| Milch- | Ammon- | Spezif 
" | Verdiinnung \Drehung, zucker sulfat _— 
lésung | | in 100. ccm in 100 ccm Drehung 

2 | en 10,654 | 10,144 — | 52.53 
2a. 50ccem von 2 mit Wasser | 
| auf 100 ccm aufgefiillt .| 5,326 5,069 — 52,53 


2c. 50 ccm von 2 mit gesit- 
| tigter Ammonsulfatlésg. 
| auf100ccm aufgefiillt .| 5,284 5,069 


2d. 50ccmvon2 mit Wasser 
auf 250ccm aufgefillt .| 2,164 2,060 -- 52,53 


2e. 50 ccm von 2 mit gesit- 
tigter Ammonsulfatlésg. 


bo 
oP) 
or 
Sr 
be 
— 
th 





auf 250ccm aufgefillt .| 2,132 | 2,060 | 42,4 51,75 
3 — 10,626 | 10,114 — 52,53 
3a. 50cem von3 mit Wasser 
auf 250ccm aufgefiillt .! 2,126 2,024 — 52,53 . 


3b. 50ccm von 3 -+- 50 ccm 
gesaittigteAmmonsulfat- 


lésung mit Wasser auf 
250 ccm aufgefiillt. .| 2,112 2,024 10,6 52,18 


3c. 50cem von3 + 100 cem 
gesaltigteAmmonsulfat- 


ldsung mit Wasser auf 
250 ccm aufgefiillt . .| 2,106 2,024 21,2 52,04 


3d. 50cem von3-+ 150 ccm 
gesiittigteAmmonsulfat- 
lésung mit Wasser auf 
250 ccm aufgefiillt. .| 2,090 2,024 


3c. 50cecm von 3 mit gesat- 


tigter Ammonsulfatlisg. 
auf 250ccm aufgefiillt . | 2,072 2,024 42 4 51,20 





31,8 | 51,64 

















3. Versuchsreihe. — Zu 50 cem derStammlésung wurden 
gewogene Mengen von (NH,),SO, hinzugefiigt und unter Lésung 
des Ammonsulfats wurde mit Wasser auf 100 ccm aufgefiillt. 
Wenn zu 50 ccm Stammldsung 50 g (NH,),SO, oder mehr ge- 
geben wurden, so trat bei niedrigem Gehalt der Fliissigkeit an 
Milchzucker beim Aoffiillen auf 100 ccm eben noch vollige 
Losung des Ammonsulfats ein, bei hdherem Milchzuckergehalt 
blieb etwas Ammonsulfat ungelést. In diesem Falle wurde das 
Volumen der Fliissigkeit auf 200 oder 250 cem gebracht. 
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| ; 
S . | Milch- | Ammon- | Spezif. 
: leita Verdiinnung Drehung| zucker | sulfat _— 
l6sung in 100 cem|in 100 ccm|Drehung 
4 a | 6,944 | 6,610 — | 52,53 
4a. 50 ccm von 4 mit Wasser auf | 
100 ccm aufgefiillt .| 3,458 | 3,291 — | 52,53 
4b. 50 ccm von4-+ 30g (NH),S0, | 
mit Wasser auf 100 ccm auf- 
OE « s 6% ORY ee 3,414 3,291 30. — | «51,86 
4c. 50ccm von 4-+ 40g (NH,),SO | 
mit Wasser auf 100 ccm auf- 
ME is & eee es 3,394 3,291 HW) 51,56 
4d. 50 ccm von 4-- 50 g (NH,),SO, 
mit Wasser auf 100 ccm auf- 
re ee 3,366 3,291 50 51,15 
4e. 50 ccm von 4- 1. 60 g(NH,,80, | 
mit Wasser auf 200 ccm auf- 
re oe a ae 1,716 1,646 30 52,14 
5 — 13,878 | 13,209 — 52,53 
5a. 50 ccm von 5 mit Wasser auf | 
100 ccm aufgefillt 6,960 | 6,625 _ 52,53 
5b. 50 ccm von 5-30 g (NH,),SO, 
mit Wasser auf 100 ccm auf- 
Me «4 «+ <¢ et Paes 6,870 6,625 30 51,85 
5c. 50ccm von 5-+ 40g (NH,),S0O, | 
mit Wasser auf 100 ccm auf- 
| a ee 6,804 6,625 KH) 51,35 
5d. 50 ccm von 5-+-50g(NH,),SO, 
mit Wasser auf 250 ccm auf- 
OU ss 4 4 & Be 2,768 | 2,650 20 72,23 
6 — 16,744 | 15,938 o 12,53 
6a. 50 ccm von 6 mit Wasser auf 
100 ccm aufgefiillt 8,390 7,986 —- 2,53 
6b. 50ccm von 6 + 20g (NH,),SO, 
mit Wasser auf 100 ccm auf- 
OE 6 «6 4s a me a 8,324 7,986 20 52,12 
6c. 50 ccm von 6 -+-30 g (NH,),S0, 
mit Wasser auf 100 ccm auf- ; 
| a ee 8,258 7,986 30 51,70 
6d. 50ccm von 6-++- 40 g(NH,),SO 
mit Wasser auf 100 ccm auf- . 
a ea eer 8,198 7,986 40) 51,33 
6e. 50ccm von 6-+-50g (NH,),SO, 
mit Wasser auf 250 ccm auf- 
OMG 6 6a % eee 3,328 3,194 20 52,09 
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4. Versuchsreihe. — Die Milchzuckerlésung wurde in 
diesen Versuchen mit Ammonsulfat gesattigt. Zu 50 cem der 
Stammlosung wurden 40 g (NH,),5O, gesetzt; der Ansatz blieb 
unter haufigem Umschiitteln mehrere Stunden lang stehen. Da- 
nach hatte sich das Ammonsulfat bis auf einen geringen Rest 
gelost. Hiervon wurde die Lésung durch etwas Glaswolle ab- 
filtriert, mit gesattigter Ammonsulfatldsung nachgewaschen und 
schlieBlich die Fliissigkeit ebenfalls mit gesattigter Ammon- 
sulfatldsung auf ein bestimmtes gréferes Volumen aufgefiillt. 














Stamm:-| . | Milch- | Ammon- Spezif. 
- | Verdiinnung ‘Drehung) zucker sulfat 
losung | in 100 cem|in 100 cem|Drehung 
2 | vs | 10,654 | 10,144 ve 52,53 
2a. 50 cem von 2 mit Wasser auf 
100 cem aufgefiillt . . . .! 5326! 5,069 _ 52,53 


2f. 50 cem von 2 mit Ammonsulfat| | 
: gesattigt u. mit gesatt. Ammon- 
sulfatlés. auf 100ccmaufgefiillt! 5,136 | 5,069 | gesittigt | 50,66 
(2d. 50 ccm von 2 mit Wasser auf 
250 ccm aufgefiillt . . . .| 2,164 2,060 — 52,53 
2¢. 50ccm von 2 mit Ammonsulfat 
gesdltigtu. mit gesatt. Ammon- 
sulfatlés. auf250ccm aufgefiillt} 2,080 2,060 | gesattigt | 50,49 


7 | — | 15,632 14,879 —~ 52,53 


7a. 450 ccm von 7 mit Wasser auf 
100 ccm aufgefillt. . . . .| 7,837 7,460 -- 52,53 
7b. 50ccm von7 mit Ammonsulfat 
| gesittigtu. mit gesatt. Ammon- 
| sulfatlés. auf100ccmaufgefillt) 7,545 7,460 | gesattigt | 50,57 
7c. 50 ccm von 7 mit Wasser auf 
| 250 ccm aufgefiillt. . . . . 3,141 2,990 _ 52,53 


7d. 50cem von7 mit Ammonsulfat 
gesdttigtu. mit gesatt. Ammon- 
| sulfatlés. auf250ccmaufgefiillt} 3,011 2,990 | gesattigt | 50,36 
i7e. 50 ccm von 7 mit Wasser auf 

500 ccm aufgefiillt. . .. . 1,585 1,509 — 52,53 


7 f. 50cemvon7 mit Ammonsulfat 
gesattigtu. mitgesatt. Ammon- 
| sulfatlés. auf500ccm aufgefiillt} 1,515 1,509 | gesattigt | 50,21 
7g. 100 ccm von7 mit Wasser auf 

250 ccm aufgefiillt. . .. . 6,279 5,977 —- 52,53 


7h. 100 ccm von 7 mit Ammon- 
| sulfat gesattigt und mit ge- 
sattigter Ammonsulfatlésung 
auf 250 ccm aufgefiillt. . .| 6,037 5,977 | gesattigt | 50,51 








~ 
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Die folgende Tabelle gibt eine Zusammenstellung aller 

















erhaltenen Werte, geordnet nach steigendem Gehalt an 
Ammonsulfat. 
Bezeichnung der} Drehung der Milch- Ammonsulfat} Spezifische 
— vismmé | aucker | der mit | Mitcheuckerel yy 
ohne mit ohne mit ee | Mittel 
Pll Ammon- Ammon-|_"” _pinchoroeig geste nat 
sulfat | sulfat | sulfat | sulfat }100 ccm Lisung |Ammonsulfat 
3a | 3b 2126 | 2112 | 2,024 10,6 52.18 | 52,18 
_ 5d ons 2768 | 2,650 20,0 52,23 
— 6e — 3,328 3,194 20,0 52,09 52,12 
6a 6b 8,390 | 8,324 | 7,986 20,0 52,12 
3a 3c 2,126 2,106 2,024 21,2 52,04 
2a 2c 5,326 5,284 | 5,069 26,5 52,12 52,12 
om he _ 1,716 | 1,646 30,0 52,14 
ha 4b | 3,458 | 3,414 | 3,291 30,0 51,86 
da 5b | 6,960 | 6,870 | 6,625 30,0 51,85 | 51,84 
6a 6c 8,390 | 8,258 | 7,986 30,0 51,70 
3a 3d | 2126 | 2090 | 2,024 31,8 51,64 
la 1b 5,212 | 5,126 | 4,961 39,2 51,66 
2a 2b 5,826 | 5,270 | 5,069 39,2 51,98 
ha 4e 3,458 | 3,394 | 3,291 40,0 51,56 
ba 5e 6,960 | 6,804 | 6,625 40,0 51,35 ¢ 51,55 
6a 6d 8,390 | 8198 | 7,986 40,0 51,33 
3a 3e 2126 | 2072 | 2,024 42.4 51,20 
2d 2e | 2,164 | 2132 | 2,060 42 4 51,75 
4a 4d 3,458 | 3,366 | 3,291 50,0 51,13 51,13 
7e 7f 1,585 | 1,515 | 1,509 | gesiittigt | 50,21 
2d 2¢ | 2164 | 2,080 | 2,060 , 50,49 
7¢ 7d | 3,141 | 3,011 | 2,990 , 50,36 
Qa 2f 5,326 | 5,136 | 5,069 50,66 non 
7g 7h | 6,279 | 6,037 | 5,977 > 50,51 
7a 7b 7,837 7,545 7,460 > 50,57 
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Die Resultate, besonders die Mittelwerte der letzten 
Kolumne zeigen mit aller Sicherheit, da die spezifische Drehung 
des Milchzuckers durch die Gegenwart von Ammonsulfat herab- 
gesetzt wird; die Wirkung nimmt mit dem Gehalt an Ammon- 
sulfat zu. Bei Sattigung mit Ammonsulfat wird die spezifische 
Drehung von 52,53 auf 50,47, also um 2,06° oder fast 4°/o der 
Drehung in reiner Losung erniedrigt. Bei dem Salkowskischen 
Verfahren der Bestimmung des Milchzuckers enthilt die zum 
Polarisieren verwandte Flissigkeit rund 40°/o Ammonsulfat; 
dadurch wird die spezifische Drehung von 52,53 auf 51,55, 
also um 0O,98° oder 1,87°/o herabgesetzt. Bei einem Milch- 
zuckergehalt von 4—6°/o wiirde der Wert also um 0,07 bis 
0,11 °/o zu niedrig erscheinen, was mit den Angaben Jahnson- 
Blohms (0,08—0,14) ausreichend iibereinstimmt. Theoretisch 
ist es daher durchaus berechtigt, an den nach Salkowskis 
Verfahren gefundenen Werten die von Jahnson-Blohm 
vorgeschlagene Korrektur anzubringen. Da man aber nach 
Kretschmer mit dem Salkowskischen Verfahren allgemein 
héhere Werte erhiiilt als mit vielen anderen Methoden, so wire 
es immerhin denkbar, dafi irgend ein anderes unbekanntes 
Moment den durch die Gegenwart des Ammonsulfats bedingten 
Fehler aufhebt oder sogar itiberkompensiert, so daf es prak- 
tisch zweckmibiger erscheinen kénnte, von der Korrektur 


abzusehen. 








Uber intermediare Reduktionsprozesse beim physiologischen 
Abbau. 


Von 
F. Knoop und Richard Oeser. 


(Aus der medizinischen Abteilung des chemischen Laboratoriums zu Freiburg i. b.) 
(Der Redaktion zugegangen am 19. Dezember 1913.) 


Im Verlaufe weiterer Untersuchungen itiber den physio- 
logischen Abbau von Fettséuren und Aminosauren, sowie tiber 
physiologische Reduktionsprozesse haben sich eine Anzahl von 
Feststellungen machen lassen, die zwar nicht solche Gesetz- 
méBigkeiten, wie die Regel tiber den Fettsiureabbau, oder so 
neue Gesichtspunkte wie die Aminoséuresynthese ergeben, die 
aber im Rahmen der ganzen Betrachtungsweise des inter- 
mediaren Stoffwechsels offene Fragen klaren helfen. 

Die Ergebnisse der bisherigen Forschung sind von H. D. 
Dakin in seinem Buche: «Oxidations and Reductions in the 
animal body»') in so ausgezeichneter Weise zusammengestellt, 
daB es keiner neuerlichen Charakterisierung des gegenwartigen 
Standes der behandelten Fragen bedarf.*) Bei einer Betrach- 
tung der Reduktionsprozesse, die sich im Tierk6rper nach- 
weisen lassen, ist es nun auffallend, daf in exaktem chemischen 
Versuche kaum ein Befund gemacht werden konnte, der eine 
andere Reduktionsform am C-Atom darstellt, als die eines 


') Longmans, Green and Co. London. 

*) Lediglich auf eine Arbeit von Blum und Koppel (Ber., Bd. 44. 
S. 3576, 1911) sei hingewiesen, die die nicht recht verstandliche Be- 
hauptung einer Acetonbildung aus Diithylessigsiure dahin_korrigiert, 
dafi das beobachtete Oxydationsprodukt nicht’ Aceton, sondern Methyl- 
propylketon war. Darnach bediirfen vermutlich eine gréfere Anzahl von 
Arbeiten, deren Ergebnisse auf quantitativen Acetonbestimmungen basieren, 
einer erneuten Uberarbeitung; denn ihre Resultate sind falsch, wenn statt 
des Acetons homologe Ketone gebildet waren, die als Aceton in Rechnung 
gestellt sind. 

Der Befund ist anderseits von grofiem Interesse, weil er zeigt, dafs 
der Eintritt des Sauerstoffes ebenfalls in £-Stellung erfolgt, trotzdem eine 
SCH-Gruppe in a-Stellung den Angriff des Sauerstoffes nach rein chemischer 
Analogie begiinstigen sollte. Hier sei noch einmal auf eine Zusammen- 
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Carbonyls zum Alkohol, bezw. unter Ammoniakanlagerung zur 
Aminogruppe, weder Hydrierung einer Doppelbindung noch Re- 
duktion eines Alkohols zu Methyl oder Methylen erscheint 
sichergestellt; ja wir kénnen fiir einzelne Fille sogar sicher 
sagen, dafb eine Reduktion von CO zu CH, sich ausschlieft; 
so z. B. an der offenbar reaktionsfihigsten Stelle eines a-Car- 
bonyls in a-Ketonsauren, die so leicht und vielfach zu a-Oxy- 
siuren reduziert werden. Wenn Phenyl- oder Benzylbrenz- 
traubensiure in Phenylpropionséiure oder Phenylbuttersiure 
libergingen, so miibten sie im Tierkérper Hippur- bezw. Phen- 


acetursdure liefern — und beides ist nicht der Fall. Ebenso 
liefert Phenylglyoxylsiure zwar Mandelsiéure, beide aber keine 
Phenylessigsaure. 


Und doch miissen solche Reduktionen im Tierkorper eine 
grobe Rolle spielen, wenn wir annehmen, dafi aus Kohlen- 
hydraten auf irgend einem Wege Fette entstehen, Olsidure usw. 
vielleicht in gesiattigte Saiuren tibergehen. Dabei ist es gleich- 
giiltig, ob wir einen Zerfali der Kohlenstoffketten annehmen 
und Acetaldehyd oder ihnliche Bruchstiicke als Kondensations- 
material betrachten wollen, das dann die Fette bildet, oder ob 
wir die —CHOH-Gruppen irgend wie in situ reduziert ansehen. 
Denn auch bei der gedachten Kondensation entstehen — CHOH- 
Gruppen oder Doppelbindungen, Komplexe, die gleichwertig 
erscheinen und durch Wasseranlagerung oder -abspaltung 
ineinander tibergehen kénnen; dafiir hat zuerst Dakin in der 
Zimtsiiure das physiologische Paradigma beigebracht. 


stellung von R. Meyer, Annalen, Bd. 220, S. 56 (1883) verwiesen, der 
auf Grund von Arbeiten v. Millers, Fittigs u. a. zeigt, wie tertidrer 
Wasserstoff von Fettsiuren in a-, B- und y-Stellung bei der Oxydation in 
vitro stets zuerst angegriffen wird, so dafs sich z. B. aus Isobutter-Iso- 
valerian- und Isocapronséiure die entsprechenden tertiiren Oxysauren 
mit Hydroxyl in a-, B- bezw. y-Stellung bilden. 

Gegeniiber diesen Tatsachen ist der angefiihrte Befund ein be- 
sonders beweiskriftiger Beleg fiir die Spezifizitat der physiologischen 
Oxydation, die tertiiren Wasserstoff hier selbst in a-Stellung schwerer 
angreift, als —-CH,— in B-Stellung. Die Regel, dafi Fettsiuren den Ein- 
tritt des Sauerstoffes in B-Stellung zeigen, hat also eine weitere Giltigkeit, 
als ihr urspriinglich beigelegt werden konnte. 
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Diese Frage der Reduktion kann nun offenbar besser an 
Stellen studiert werden, die dem bestimmenden EinfluB der Car- 
boxylgruppe weiter entriickt sind, als a- oder B-Substituenten. 
Denn das einzige Beispiel eines Uberganges von CO in CH, 
ist nicht bei einer a- oder f-Ketonséure, sondern bei einer 
y-Ketonsaéure gefunden, der Benzoylpropionsdéure,') die als 
Phenylessigsaure ausgeschieden wird: CO —+ CH,. 

Wie die y-Ketonséure verhalt sich auch die B-y unge- 
sattigte Phenylisocrotonsdure.!) Die entsprechende y-Oxysiure 
wurde seinerzeit als Lacton verfiittert, das aber fast quantitativ 
wieder ausgeschieden wurde und nicht gestattete, Schliisse 
iiber das Verhalten dieser Siiure zu machen. Diese Liicke 
wurde ausgefiillt und die y-Oxysaure als Natronsalz verfiittert. 
Dabei fand sich auch hier reichlich unveriinderte Oxysiure im 
Harn, aber daneben viel Phenacetursiiure, so da jetzt fest- 
steht, dafi y-Ketonsdéure, y-Oxysiure und £-y ungesiittigte 
Sdure die gleiche Reduktion erleiden. Dieses bleibt der einzige 
bisher beschriebene Fall einer solchen Reduktion, die iiber das 
Alkoholstadium hinausgeht. Eine Verallgemeinerung dieses Be- 
fundes kann aber nur mit Vorsicht geschehen; sie miifbte sich 
den Einwand gefallen lassen, dafi hier die kernbenachbarte 
Stellung der Carbonylgruppe ihre Resistenz gegen Oxydations- 
mittel erhdht, zur Reduktion dagegen besonders disponiert; 
denn nach Neubauer?) werden z. B. von der Phenylglyoxyl- 
saure nur geringe Mengen zu Benzoesiure oxydiert, dagegen 
grofere Mengen zu Oxysdure reduziert, als von ihren Homo- 
logen; und die gebildete Mandelséure zeigt eine ganz unge- 
woOhnliche Resistenz im Tierversuch. Deshalb erscheint es 
wiinschenswert, diesen Befund an Beispielen weiter zu ver- 
folgen, in denen das Carbonyl von solchen Einfliissen freier 
ist und in offener Kette vorliegt. 

Es wird nun kaum moglich sein, unter Erhaltung einer 
langeren fetten Seitenkette solche Reduktion zu _ erweisen 
und die reduzierte CH,-Gruppe direkt darzustellen, wie das 


1) Habilitationsschrift, Freiburg i. B. 1904, S. 36 u. 37. Hofmeisters 
Beitr., Bd. 6, S. 159. 
*) Neubauer, Habilitationsschrift. Leipzig, Vogel. 1908. 
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hier gelungen war, weil sie bei Fiitterungsversuchen zu leicht 
wieder der Oxydation verfallen und vollig verschwinden wird. 
Ich habe deshalb versucht, auf indirektem Wege zum Ziele zu 
kommen, und das Verhalten der 5-Benzyllavulinsaéure 
C,H;—CH,—CH,—CO—CH,—CH, —COOH 
zu prifen. Wird bei dieser y-Ketoséiure die Ketongruppe, 
wie bei den a-Ketoséuren zum Angriffspunkt fiir die Oxydation, 
so entsteht zunichst Phenylpropionsaure, die als Hippursiéure 
erscheinen mus, Tritt dagegen zundchst p-Oxydation und keine 
Reduktion ein, so mu sich Benzylbrenztraubensaure 
C,H,—CH,—CH,—CO—COOH 

bilden, deren Verhalten bekannt ist: es ware Hippursdure neben 
Phenyl-Acetylaminobutterséure und Phenyl-a-Oxybuttersaure zu 
erwarten. Wird aber die Ketongruppe reduziert, so entsteht 
Phenylcapronsiure, die tiber Phenylbutterséure Phenaceturséure 
liefern mu. 

Wir haben diese Untersuchung ausgefiihrt und der Be- 
fund zeigte, daBi sich die Séure der Hauptsache nach verhilt 
wie Phenylcapronséiure. Es wurde reichlich Phenacetursaure 
gebildet, daneben fand sich in kleinerer Menge Phenyl-a-oxy- 
buttersiiure, aber keine nachweisbare Hippurséure. Dieser Be- 
fund laBt sich ungezwungen nur so deuten, daf wie bei der 
Benzoylpropionséure CO zu CH, reduziert worden ist. Der 
Reduktionsprozef fihrt iber die Oxysiure als Zwischenprodukt, 
von der ein kleiner Teil vor der v6lligen Reduktion in B oxy- 
diert wird und im Stadium der Oxyséure als Phenyl-a-oxy- 
butterséure zur Ausscheidung kommt. Von ihr kann sich aber 
intermediair nur wenig bilden, denn sonst miiBte auch hier 
Hippursdure und Phenyl-a-acetylaminobutterséure erscheinen, 
die in kleiner Menge auch aus Phenyl-a-oxybuttersiure ent- 
steht und dem Nachweis nicht leicht entgeht. Fiir die Haupt- 
menge bleibt nur ein Ubergang von CO in CH, anzunehmen.!) 

Fiirr das Nebeneinandergehen von Reduktions- und Oxy- 





') Die Annahme einer Bildung von Doppelbindungen und von Um- 
lagerungen schliefit sich wohl aus, da sie hier, wie bei dem Lacton der Lavulin- 
sdure, zunachst zu C,H,—CH,—CH,—COH = CH—CH,—COOH fiihren und 
damit nur noch eher Phenylpropion- bezw. Hippursaure bilden miifte. 











\e 


\ 
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dationsprozessen, die sich gewif oft wie Ursache und Wirkung 
verhalten und sich gegenseitig bedingen, sind ja beim Studium 
des physiologischen Abbaues so viele Beispiele bekannt ge- 
worden, dafi einer solchen Erklirung nichts im Wege steht. 
Eben dadurch unterscheidet sich aber die Oxydation im Tier- 
kOrper ausgesprochen von der im Reagenzglase, die bei der 
Verwendung der meisten Oxydationsmittel der Laboratorien in 
diesem Falle vor allem Phenylpropionséiure und Benzoesdure 
liefern wiirde. Zugleich aber zeigt dieser Befund, daB im Tier- 
kérper B-Oxydation und die Absprengung einer geraden An- 
zahl von C-Atomen bevorzugt wird, auch wenn die Oxydation 
am y-C-Atom so erleichtert erscheint, wie durch eine CO-Gruppe. 
Und fiir diese Tatsache, die dem entwickelten Prinzip der phy- 
siologischen Oxydation am £6-C-Atom wiederum eine weitere 
Giiltigkeit zuweist, hat sich ein zweiter noch auffalligerer Beleg 
gefunden. Die ungesittigte Benzallaivulinsiéure 
C,H,CH = CH — CO — CH, — CH, — COOH 

liefert ebenfalls Phenacetursiéiure, wahrend sich eine Vermehrung 
der Hippursiéure nicht nachweisen lieB. Also selbst wenn zu 
der y-Ketongruppe noch eine konjugierte Doppelbindung!) 
zwischen 6 und « tritt, sprengt die physiologische Oxydation 
weder die Doppelbindung noch oxydiert sie Carbonyl zu Car- 


1) Man kinnte hier an eine Hydrierung im Sinne der Thieleschen 
Theorie (Annalen, Bd. 306, S. 99) tiber Addition an konjugierte Doppel- 
bindungen denken derart, dafs das erste Molekiil Wasserstoff sich in 
1:4 Stellung anlagert und unter Wanderung der Doppelbindung aus 
C,H,CH = CH—C--CH,—CH,—COOH —-> C,H,CH,—CH — C--CH,—CH, -COOH 

O OH 
wird. Wenn die Séure in diesem Stadium, bevor sie sich in die gesattigte 
Ketonsdure (Benzyllivulinsiure) umlagert, an der Doppelbindung auf- 
gesprengt wiirde, so miifte sich Phenylessigsiure bilden, deren Ent- 
stehung dann also anders zu deuten ware. Ob aber eine solche Ableitung 
einen Vorzug bedeuten wiirde, ist doch recht fraglich wegen der reich- 
licheren Bildung derselben Phenylessigsiure aus der gesdttigten Benzyl- 
lavulinsdure, fiir die ein solcher Mechanismus nur in Betracht kame, 
wenn man annehmen wollte, daB die Benzyllavulinsdure tberhaupt in 
der tautomeren Form einer t—d ungesaitigten Oxysdéure im Organismus 
reagierte. Solchen Uberlegungen fehlt leider einstweilen jede experi- 


mentelle Grundlage. 
10 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXIX. 
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boxyl — hier wird vielmehr mit Sicherheit beides reduziert. 
Denn auch hier wurde eine kleine Menge Phenyl-a-oxybutter- 
siiure isoliert. und diese Tatsache stellt nun die Annahme einer 
Reduktion, die dem Eintritt von mindestens 4 H-Atomen ent- 
spricht, vollig sicher. Der Befund von Phenaceturséure spricht 
aber fiir eine intermediaére weitergehende Reduktion des Car- 
bonyls bis zu CH,. Zugleich ist hier der erste Beweis fiir die 
Hydrierung einer Doppelbindung im Organismus gegeben, die 
bislang fiir die Phenylisocrotonséure nur wahrscheinlich ge- 
macht, aber fiir kein Beispiel exakt erwiesen war. Und wenn 
nun sichergestellt ist: 

1. Daf Ketonséuren, Oxyséuren und ungesattigte Sauren 
die gleichen Produkte liefern (Phenylbuttersdurederivate), 

2. Keto- und Oxyséuren in ungesittigte Saéuren tber- 
gehen kénnen (Phenylpropionsiiurederivate) und 

3. ungesittigte Séuren hydriert werden, 
so ist also die Fiihigkeit, Keton- und Oxyséuren zu den ge- 
siittigten Saéuren zu reduzieren, fiir den TierkOrper erwiesen. 


Experimenteller Teil. 


Nach den Angaben von Henke!) wurde d-Benzallavulin- 
siiure aus Benzaldehyd und Lavulinsaure bei alkalischer Reaktion 
kondensiert und zu der gesittigten d-Benzyllavulinséure redu- 
ziert. Von dieser Siiture C,H;-CH,-CH,-CO—CH,—CH,—COOH 
wurden im Laufe von drei Tagen 15 g als Natronsalz ver- 
fiittert. Die Isolierung der Oxydationsprodukte aus dem Harn 
erfolgte nach den oft beschriebenen Methoden: Vakuumkonzen- 
tration, langdauernde Atherextraktion, Wasserdampfdestillation 
fraktionierte Krystallisation, deren Details nicht wiederholt zu 
werden brauchen. Die Trennung der N-haltigen Produkte und 
der Oxysiiuren geschah teilweise durch fraktionierte Krystal- 
lisation, zum Teil durch Benzol, das die Oxysiéuren leicht lost. 
Ks wurden 3,6 g Phenaceturséure gewonnen, die durch Schmelz- 
punkt 142° und Spaltung identifiziert wurde. Die gewonnene 
Phenylessigsiure schmolz bei 76°, dasGlykokoll wurde als Ester- 
chlorhydrat charakterisiert. Die gewonnenen 0,8 g Phenyl-a-oxy- 


‘) Henke, phil. Diss., Halle 1891. 
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buttersiiure schmolzen scharf bei 114° und zeigten mit d-Phenyl- 
a-oxybuttersiiure vermischt keine Schmelzpunktsdepression. 
Die Verfiitterung der d-Benzallivulinsiure gestaltete sich 
schwieriger, da der Hund nach jeder Art der Verfiitterung des 
Na-Salzes Erbrechen und Durchfall bekam. Es gelang schlie- 
lich, durch Verreiben mit rohem Hiihnerei, Koagulation und 
Verfiitterung mit Fleisch zusammen in mehreren Tagen ca. 15 g 
Sadure beizubringen, von denen der gréfere Teil jedenfalls bei- 
behalten wurde. Von dem gewonnenen Harn mufte wiederum 
manches verworfen werden, damit nur ganz sauberes Material 
zur Verarbeitung kam. Die Menge der ihm entsprechenden ver- 
fiitterten Saéure kOnnen wir deshalb nicht angeben. Da der 
Hund einmal nach subcutaner Injektion des Na-Salzes starke 
Schmerzen iuferte, sahen wir von dieser Applikationsform 
ab. — Die Isolierung der Abbauprodukte war schwieriger, da 
sich aus den wiisserigen Lésungen des Atherextraktes stets 
Ol ausschied. Das Ol wurde in viel Wasser aufgenommen 
und die Lisung schied im Vakuum nacheinander iiber 1,4 g 
Phenacetursiure vom Schmelzpunkt 142° und 0,18 g Phenyl- 
a-oxybuttersdure aus, die durch Mischschmelzpunkt und Krystall- 
form bei der Abscheidung aus verschiedenen LOsungsmitteln 
mit aller Sicherheit als solche identifiziert werden konnte. — 
Uber die Natur des nicht krystallisierenden Oles kénnen wir 
vorderhand nur soviel sagen, daf es nicht das eventuell zu 
erwartende Lacton war, denn es léste sich in kalter Soda. 


Phenyl-y-oxybutterséure wurde aus Phenylisocrotonsdure 
gewonnen. Die Angabe Erdmanns,') der durch Kochen von 
Phenylparakonsiure mit verdiinnter Schwefelsiure quantitativ 
das Lacton der Phenyloxybutterséure erhalten haben will, 
kann nicht bestatigt werden. — 8 g der Siure wurden als 
Natronsalz per os verfiittert. Bei der Wasserdampfdestillation 
des sauren Atherextraktes trat im Destillat der charakteristische 
Geruch nach Phenylbutyrolacton auf. Es wurden deshalb 
ca. 61 Wasser durchgeblasen, das Destillat mit Kalilauge ein- 
gedampft, mit Schwefelsiure angeséuert, kurz aufgekocht und 





1) Erdmann, Hugo, phil., Diss. Strahburg. 
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mit Ather extrahiert. Der Ather hinterlieS mit Soda geschiittelt 
und getrocknet ein Ol, das beim Impfen mit festem Lacton 
momentan typisch krystallisierte. Es wurden 3,8 g Phenyl- 
butyrolacton zuriickgewonnen, die sofort bei 37° schmolzen. — 
Aus dem wisserigen Atherextrakt konnten 1,3 g Phenacetur- 
siure vom Schmelzpunkt 142° isoliert werden, die bei der 
Hydrolyse Phenylessigsiure vom Schmelzpunkt 76° lieferte. 


Ergebnisse. 


1. Ungesattigte Siuren kénnen im Tierkorper in gesiittigte 
iibergefiihrt werden. | 

2. —CO- und —CHOH-Gruppen kénnen zu Methylen- 
gruppen reduziert werden. 

3. Die Gesetzmafigkeiten tiber den Abbau von Sauren 
werden durch die Anwesenheit von Carbonylgruppen oder 
Doppelbindungen in dem vom Carboxyl entfernten Teil eines 
Siuremolekiils nicht beeintrachtigt; dort scheinen vielmehr 
reduktive Prozesse leichter einzusetzen als in der Nachbar- 
schaft der Carboxylgruppe. 











Ovomucoid und Metallhydroxyde. 


Von 
Dr. J. Neumann, Miilheim (Ruhr). 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Dezember 1913.) 


Vor einiger Zeit gelang mir die Ausfallung des Ovomucoids durch 
Bildung von Zinkhydroxyd in einer Lésung dieses Eiweifkérpers. Die 
wiasserige Lésung des Ovomucoids wurde mit einer verdiinnten ZnCl,- 
Liésung versetzt, dazu K(OH) oder Na,CO, zugesetzt, bis ein deutliches 
gallertartiges Gefiige mit neutraler Reaktion entstand. Nach Filtration 
gab das Filtrat nach Ansduerung mittels einiger Tropfen Essigsdure keine 
Fallung durch Gerbsiure. Die Versuche wurden meistens mit 5 oder 
10 ccm Ovomucoidlésung angestellt. 

1. Hauptbedingung fiir das Gelingen ist genaue Hydratbildung (kein 
UberschuB von Alkali). 

2. Eine der vorhandenen Menge des Eiweifikirpers entsprechende 
Menge des Metallsalzes. 

Es wurden dann andere Metallsalze auf dieselbe Reaktion gepriift. 
Dabei wurde bisher festgestellt, daf fiir je 0,015 Ovomucoid in Lésung 
0,04 ZnCl,, 0,06 Kalialaun, 0,07 AICI,, 0,03 CuCl,, 0,09 MgCl,, 0,023 FeCl, 
gebraucht werden: Ein umgekehrtes Verhiltnis wie die Molekulargewichte 
der betreffenden Metallhydroxyde. 

Bei einiger Ubung kann man daher durch Parallelversuche mit ver- 
schiedenen Verdiinnungen auf die Menge des vorhandenen Ovomucoids 
schliefhen. Bei richtiger, vollstandiger Hydroxydbildung erscheint die 
Flissigkeit gallertig streifig, mit kleinen Perlen durchsetzt und wenig trans- 
parent. Zu empfehlen ist besonders fiir die ersten Versuche Aluminium- 
chlorid. Unterstiitzt wird die Erkenntnis einer genauen Hydratbildung 
durch Erhitzen; es entstehen dann wasserklare Zwischenschichten. Ein 
Probefiltrat reagiert neutral; bei Alaun scheint eine Spur saurer Reaktion 
nicht zu schaden. 

Bemerkt sei, dafs Mg(OH), alkalisch reagiert; daher hier immer erst 
Priifung eines kleinen Probefiltrats. Es scheint MgCl, bei Harnunter- 
suchungen praktisch zu sein. 

Um schnell einen Uberblick iiber die geeignete Menge des Zusatz- 
metalles zu gewinnen, wurden gleiche Mengen der Ovomucoidlésung in 
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5 gut auf '/1o graduierte Reagenzglaser getan, diesen verdiinnte, meist 
1 °/oige Lésungen des Metallsalzes zugesetzt und dann eine genaue Hydrat- 
hildung angestrebt. Meist in 2 Serien konnte schon der Grenzfall fest- 
gestellt werden. Sorgfaltige Notierung des Versuches ist fiir die Schnellig- 
keit unterstiitzend. 

Die Reaktion gelingt auch bei den primaren Eiweifkérpern und 
Albumosen, nicht bei den Peptonen. So kann man leicht die primiren 
Eiweifkérper durch Anséuern und Kochen, die Albumosen dagegen durch 
die Hydratbildung von den Peptonen trennen. 





Notiz iiber den isoelektrischen Punkt bei Fermentreaktionen. 


Von 
R. O. Herzog. 





(Der Redaktion zugegangen am 29. November 1913.) 


Meine Darstellung des elektrischen Verhaltens der Fermente ') 
kénnte, wie Herr L. Michaelis mich aufmerksam macht, mdglicher- 
weise ein Mifiverstindnis veranlassen. L.c. S. 886 ist das Formelmaterial 
betreffs des isoelektrischen Punktes wiedergegeben, und zwar ist hierbei 
bemerkt <in der von Sérensen mitgeteilten Form». Obzwar an jener 
Stelle zitiert ist, das die betreffende Arbeit SGrensens den Ergebnissen 
der Physiologie entstammt und die spezielle Literatur enthalt, mag hier 
noch besonders angefiihrt werden, dafs der in Frage kommende Teil 
des Sérensenschen Berichtes zumeist auf Arbeiten von Michaelis 


zuruckgeht. 


') In Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirk., 4. Aufl., 1913. 
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Uber Aminosdureabbau und Glykokollbildung. 
Von 


F. Knoop. 


(Aus der medizinischen Abteilung des chemischen Laboratoriums zu Freiburg i. Br.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23, Dezember 1913.) 


Wahrend sich aus der vorstehenden') Abhandlung ergibt, 
daB die fiir den physiologischen Abbau der Fettsiuren gefun- 
denen Gesetze auch Geltung behalten, wenn man durch Sub- 
stitutionen und Doppelbindungen Bedingungen schafit, von denen 
man Modifikationen erwarten moéchte, zeigten entsprechende 
Versuche, die eine Abianderung des typischen Aminosiure- 
abbaues durch weitere Substituenten im Molekiil erproben 
wollten, ein anderes Resultat. 

Die Aminosiiuren werden nach allem, was wir bisher 
wissen, entsprechend den Neubauerschen Ausfiihrungen so 
abgebaut, dab tiber die a-Ketonséuren die nichst niederen Fett- 
siiuren gebildet werden. Dabei wird also vor allem der Stick- 
stoff abgespalten, und es entstehen sofort Verbindungen von einem 
ganz anderen physikalischen und physiologischen Charakter. Bei 
dieser Art des Abbaues ist bei den einfachen Monaminosiuren 
vom Typus des Leucins die Bildung einer Aminosdure aus der 
anderen also nicht méglich. Und doch miissen wir nach allem, 
was itiber Glykokollausscheidung bekannt ist, annehmen, dab 
mindestens diese Aminosdure sich im Tierkérper bilden kann. 
Dafiir lieBe sich zunachst das Ornithin herbeiziehen, das tiber 
die +-Aminobuttersiiure Glykokoll nach dem gleichen Schema 
bilden sollte, welches fiir eine Kreatinbildung aus Arginin an- 
gefiihrt wurde.?) 


NH, NH, NH, NH, 
| | ae ? | | 
CH,—CH,—CH,—CH—COOH  CH,—CH,—'CH,—COOH = CH,—COOH 





') Vgl. S. 141 dieses Bandes. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. 67, S. 495 (1910). 
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Doch liefen sich so nur geringe Mengen herleiten. Der 
Nachweis der Synthese von Aminosiiuren sollte indessen theo- 
retisch allen Anforderungen geniigen kénnen, und ich habe 
deshalb auf dem Wiener Physiologenkongref darauf hingewiesen, 
dafi diese Synthese uns die Annahme eines atypischen Abbaues 
der einfachen Aminoséuren CyHe» 4 1)0,N entbehrlich mache. 
Denn gegen diese spricht alles, was wir wissen, z. B. das 
Fehlen jeder Benzoesaurebildung aus Phenylalanin sowie dessen 
quantitativer Ubergang in Homogentisinsaure bei der Alkapto- 
nurie, der wiederholt beobachtet ist. 

Nun kennen wir aber Eiweifspaltstiicke, bei denen weitere 
Substituenten einen anderen Angriff des Molekiils als den be- 
sprochenen méglich machen. Und da ist es im Hinblick auf 
die besprochene Glykokollbildung von Interesse, das Serin zu 
untersuchen, das zugleich a-Amino- und f-Oxysdure ist. Es 
bedarf der Feststellung, in welcher Weise eine B-Oxygruppe 
den Einflu8 einer a-Aminogruppe beim Abbau modifiziert. Wird 
diese Oxyaminosiure auch nach dem obigen Schema aufge- 
spalten und verhiilt sie sich also wie Alanin, oder erfahrt die 
B-Oxygruppe den Angriff? Im ersteren Faile mifte sich Oxy- 
brenztraubensiiure und Glykolsiure bilden, im andern Falle 
wiirde Aminomalonsiure entstehen, die in vitro leicht CO, ab- 
spaltet und also Glykokoll liefern kénnte. 

Dieser Weg einer Glykokollbildung erscheint naheliegend, 
aber ihn auf direktem Wege auch zu erweisen, das gebildete 
Glykokoll zu isolieren und seine Entstehung aus dem Serin 
sicherzustellen, erscheint kaum m6églich am Gesamtorganismus, 
vielleicht im Durchblutungsversuch. Es wurde deshalb ein 
indirekter Weg eingeschlagen und die Frage, ob eine a-Amino- 
8-Oxysaure unter Erhaltung des a-Substituenten am p-C-Atom 
abgebaut werden kann, durch Verfiitterung von 6-Phenylserin 
gepriift. Wiirde dieses abgebaut wie die gleiche Verbindung 
ohne Hydroxyl, das Phenylalanin, so dirfte keine Benzoesaure 
gebildet werden, es mufte itiber Phenyloxybrenztraubensaure 
Mandelsiiure entstehen, die praktisch kaum Benzoesaure liefert, 
sondern als solche im Harn erscheint. Wird aber das B-C-Atom 
angegriffen, so mu Benzoesdure erscheinen, und dann bleibt 
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nichts anderes iibrig, als anzunehmen, dai das Glykokoll in 
toto abgespalten wird. Denn auBer den obigen Zwischen- 
produkten lieSe sich nur noch Phenylglycerinsdéure denken, 
deren Bildung per analogiam schon unwahrscheinlich ist; aber 
diese Saure ist nach eigenen unverdffentlichten Untersuchungen 
(1904) sowie solchen von Friedmann so schwer verbrennlich, 
daB sie sich nicht in nennenswerten Mengen bilden kann, ohne 
im Harn zu erscheinen. | 

Der Versuch hat die ausschliefliche Ausscheidung von 
Hippurséure ergeben — weder Mandelsiure noch Glycerinsiure 
lieBen sich nachweisen. Die Substitution von Sauerstoff am 
6-C-Atom von a-Aminosduren verindert darnach die Angreif- 
barkeit des Molekils derart, daB die Oxydation nunmehr an 
dieser Gruppe ansetzt. Damit erscheint die Abspaltung von 
Glykokoll als eine physiologische Reaktion beim Abbau von 
6-Oxyaminosduren. 

C,H, —CHOH '--CH(NH,)—COOH +- 0 —-> C,H,—COOH ++- CH,(NH,)—COOH. 

Denn auch ein anderer Modus des Abbaues ist dadurch 
so gut wie ausgeschlossen. Man koénnte nach Analogie der 
Putrescinbildung aus Ornithin — etwa hier besonders im Hin- 
blick auf das nahe verwandte Adrenalin — an eine primire 
CO,-Abspaltung denken; aber auch dann wiirden keine anderen 
Abbauprodukte zu erwarten sein, als bei dem normalen Amino- 
siurenabbau. Denn Phenylathylamin liefert nach Spiro so gut 
Essigsiure in der Seitenkette, wie Phenylalanin seine Stamm- 
substanz. Und nach Ewins und Laidlow gilt das gleiche 
fiir das Oxyphenylathylamin. Der Abbau muf deshalb in 
anderer Form vor sich gehen und da bleibt nur der oben 
abgeleitete Weg. 

Die Méglichkeit, daB das Glykokoll im Momente der Ab- 
spaltung oxydativ angegriffen wird, ist zundchst zuzugeben. 
Doch entstiinde dabei eine Oxyaminosaure, die im Organismus 
zur Aminosiiure reduziert werden kann. Und das wird ver- 
mutlich besonders leicht vor sich gehen, wenn sie zugleich 
acyliert wird, wie die Phenylaminobuttersiiure und Phenyl- 
aminoessigséure durch den Acetylrest. Hier kinnte der Benzoyl- 
rest die gleiche Rolle spielen, zumal er in statu nascendi vom 
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gleichen C-Atom abgesprengt wird, das dann — gegebenen- 
falls — zu reduzieren wire. 

Aber hier begeben wir uns auf ein Gebiet der Speku- 
lation, fiir das ich Grundlagen durch Untersuchung iiber den 
Mechanismus der Acetylierung zu schaffen erst noch beschiftigt 
bin. Den Beweis, dafi eine intakte Aminosiéure abgespalten 
wird, hoffe ich durch Synthese und Verfiitterung oder Durch- 
blutung von N-Methylphenylserin erbringen zu k6nnen. Hier 
miiBte Sarcosin gebildet werden, und da dieses schwer ver- 
brennlich ist, so liefe sich durch seinen Nachweis im Harn 
der angenommene Reaktionsmechanismus tatsachlich erweisen. 

Aber auch die Glykokollmengen, die auf diesem Wege 
aus Serin entstehen kdnnen, reichen nicht aus, um die ganze 
Hippursiiurebildung bei Uberschwemmung mit Benzoesiiure zu 
erkliiren. Man konnte hier — aufer dem Ornithin — viel- 
leicht einen Teil des Cystins mit heranziehen, besser aber 
noch an eine Aminosaure denken, die in viel grdferem Mafe 
genossen wird, als die genannten zusammen, nimlich an die 
Glutaminsaure. Diese kann, wenn man die zwei Halften ihres 
Molekiiles betrachtet, einmal als a-Aminosiéure, einmal als 
Fettsiure abgebaut werden. Wird sie als Aminosiure oxy- 
diert, so muf} Bernsteinsaéure entstehen; bestimmt das andere 
Carboxyl den Angriff, so mu die Oxydation tiber B-Keto- 
glutaminsaure hier ebenfalls zur Aminomalonsaure fiihren, die 
durch CO,-Abspaltung Glykokoll liefert. 


Aminosiureabbau. 
NH, 


| 
|. COOH—CH,—CH, -CH—COOH ———> COOH—CH,—CH,—CO—COOH 
+. NH, ——> COOH—CH,—CH,—COOH. 


Fettséiureabbau. 
NH, NH, 


| | 
I. COOH—CH,—CH,—CH—COOH ——~> COOH—CH,—CO—CH—COOH 
NH, NH, 


| | 
—~> COOH—CH—COOH ——> CH,—COOH. 


Auch diese Annahme 1aBt sich hoffentlich durch Ver- 
fiitterung von N-Methylglutaminséiure priifen. Wir sind mit 
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der Synthese dieser Substanz, die Schwierigkeiten bereitet, 
noch beschiiftigt. 

Ein besonderer Versuch galt noch dem Nachweis, dai 
ein ahnlicher Abbau am B-C-Atom bei anderen, nicht weiter 
substituierten Aminosduren nicht statthat. Wir kennen jetzt 
durch die schdnen Synthesen v. Brauns weitere Homologe 
der Phenylalaninreihe. Von ihnen wurde die ¢-Phenyl-a-amino- 
capronsdure verfiittert, und festgestellt, da sie nur Hippur- 
siure, keine Phenacetursaure liefert. Fiir diesen Fall liegt also 
ein Abbau vor, der ausschlieBlich den von Neubauer fiir die 
Phenylaminoessigsaure abgeleiteten, fiir die Aminobuttersaure 
dieser Reihe bestatigten Gesetzen folgt. Eine Oxydation unter 
Abspaltung von Glykokoll laBt sich darnach auch hier — 
und somit wohl fir alle Homologen vom Typus des Alanins 
nicht annehmen. Sonst miif®ten im vorliegenden Fall die Oxy- 
dationsprodukte der Phenylbutteraéure erscheinen, die sich nicht 
nachweisen lassen. 

Eine Bildung von Acetylprodukten, wie bei der homologen 
Phenylaminobuttersiure, war nicht zu beobachten; das stimmt 
mit der gewili bemerkenswerten Tatsache iiberein, daf Phenyl- 
aminocapronsiure viel mehr Hippursiure liefert als die Amino- 
buttersiiure dieser Reihe. Uber eine griBere Serie von Ver- 
suchen, die den offenbar vielseitigen Mechanismus der Acety- 
lierung von Aminosaéuren zum Gegenstand haben, hoffe ich 
in Balde berichten zu kénnen. 


Experimenteller Teil. 


Phenylserin wurde nach den Angaben von Erlenmeyer 
und Friihstiick!) durch Kondensaltion von Benzaldehyd und 
Glykokoll bei alkalischer Reaktion dargestellt.2) 12 g der Sub- 
stanz wurden im Verlaufe von 2 Tagen verfiittert. — Die Auf- 
arbeitung des Harnes geschah nach den oft geschilderten 
Methoden; sie bot nichts Abnormes. Die Menge der ge- 
wonnenen Hippursiiure betrug 2,6 g. Die minimalen Riick- 


') Liebigs Annal. d. Chem., Bd. 284, S. 45. 
*) Herrn H. Fuhrmann habe ich fiir freundliche Hilfe bei dieser 
Synthese zu danken. 
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stinde wurden im Vakuum getrocknet und wiederholt mit 
Benzol ausgekocht, das keinen irgendwie nennenswerten Riick- 
stand hinterlief. 

Zur Darstellung der Phenylaminocapronsaure schickte Herr 
v. Braun uns in dankenswertester Freundlichkeit Phenylbutyl- 
brommalonsiiure, aus der iiber die (uns spontan krystallisierende) 
Phenylbromcapronsaure!) mit konzentriertem NH, nach drei- 
tiigigem Stehen bei Zimmertemperatur die Aminosiure in guter 
Ausbeute (ca. 80°/o der Theorie) erhalten wurde. 

0,193 g verbrauchten nach Kjeldahl 9,3 ccm "/10-Saure. 
C.2H,,0,N. Ber.: 6,76°%/o N. Gef.: 6,74°% N. 

Von der etwas fade schmeckenden Substanz wurden 
zunachst 5 g auf einmal, gut in gemischtem Futter verteilt, 
gegeben. Der Hund brach indessen das ganze Futter aus. 
Spiiter wurde im Verlauf von 2 Tagen in vielen Portionen 
zusammen 9 g verfiittert. Die Verarbeitung des Harnes bot 
keine Schwierigkeiten. Neben 2,3 g Hippurséure lieBen sich 
andere, itherlisliche Saéuren nicht beobachten. 


‘) Auch die homologe Phenylbrompropionsiure konnte bei langerem 
Stehen krystallinisch erhalten werden. 




















Synthese des Pseudoleucins. 
Von 
F. Knoop und Georg Landmann. 


(Aus der medizinischen Abteilung des chemischen Laboratoriums zu Freiburg i. B.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23, Dezember. 1913.) 


Vor liangerer Zeit haben wir in der Absicht, die physio- 
logische Synthese einer aliphatischen Aminosiure an einem 
atypischen Isomeren des Leucins zu priifen, die Trimethylbrenz- 
traubenséure verfiittert und gehofft, so zu einer homologen 
Aminocapronsiéure zu kommen, deren Entstehung aus dem ver- 
fiitterten Material einem Zweifel nicht begegnen konnte. Es 
wire eine Pseudobutylaminoessigsiure zu erwarten gewesen, 
die als Eiweifspaltstiick bisher nicht gefunden worden ist. 

Die Isolierung einer solchen Substanz aus dem Harn 
gelang nicht sogleich; aber ein weiterer Verfolg der Frage 
hatte unser Interesse verloren, als Embden und Mitarbeiter 
durch Leberdurchblutungsversuche die aufgeworfene Frage in 
unserem Sinne positiv beantworten konnten, und gerade zwei 
isomere Leucine auf dem dargelegten Wege aus den ent- 
sprechenden a-Ketonséiuren synthetisch gebildet fanden. Wir 
lieBen deshalb die Versuche liegen. 

Die zu erwartende Aminosdure hatten wir uns indessen 
synthetisch dargestellt, um ihre unbekannten Eigenschaften 
vorher studieren zu kénnen. Nun sind durch neue Befunde 
von Abderhalden die isomeren Leucine wieder von groferem 
Interesse geworden, und wir méchten deshalb von den abge- 
brochenen Versuchen die Notizen tiber die Pseudobutylamino- 
essigsdure verdffentlichen — vielleicht kann die Kenntnis dieses 
«Pseudoleucins» bei der Identifizierung der isomeren Amino- 
capronsauren von Nutzen sein. 

Pinacolin wurde nach den Angaben von Glicksmann!) 
mit Permanganat in alkalischer Lésung zu Trimethylbrenz- 


') Mon. H. fiir Chemie, Bd. 10, S. 771. 
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traubensiiure oxydiert. Die Ausbeute entsprach seinen An- 
gaben. Die Saure liefert ein Oxim, das sich leicht auséthern 
und aus Chloroform umkrystallisieren la6t, aus dem Petrol- 
iither den Rest fallt. Es enthalt ein Molekiil Krystallwasser, 
mit dem es bei 85—86° schmilzt: vakuumtrocken schmilzt es 
hei 121° unter Zersetzung. 
0,5408 g verlieren im Vakuum 0,0645 g. 
C,H,,0,N-H,O. Ber.: 1 Mol. H,O : 11,0°o. Gef.: 10,7 %o. 
0.2138 g vakuumtrockene Substanz verbrauchen nach Kjeldahl 
14,8 ccm ®/10-Séure. 
C,H,,0,N. Ber.: 9,66°%/o N. Gef.: 9,69°%,o N. 

Die Reduktion des Oxims wurde durch Kochen mit Zink- 
staub in 50°/oiger Essigsiéure unter RiickflujB vorgenommen. Das 
Zink wird mit H,S entfernt, zur Trockene gedampft und das 
Leucin aus konzentrierter wisseriger LOsung durch Aceton in 
derben trapezformigen Blattern gewonnen, die vielfach die Form 
eines halben reguliiren Sechseckes haben. Sie legen sich gerne 
zu Sechsecken oder zu dichten manschettf6rmigen Krystall- 
biindeln zusammen. Leicht léslich in Wasser, schwerer in 
Alkohol, unlislich in Aceton, Ather usw., neigt zur Bildung 
iibersittigter Losungen. Kein Schmelzpunkt, bei 250° beginnt 
die Substanz unzersetzt zu sublimieren und sich in derben 
Krystallen oberhalb der Schwefelséure im Schmelzr6dhrchen 
anzusetzen. Das Sublimat zeigt bei erneutem Erhitzen die 
gleichen Erscheinungen. Ausbeute nur 40°/o der Theorie. Bei 
der Reduktion des Oxims mit Aluminiumamalgam in 50°/o 
Alkohol stieg die Ausbeute auf tiber 80°/o der Theorie. 

0,159 g liefern 0,320 g CO, und 0,151 g H,O. 
0,1787 g verbrauchen nach Kjeldahl 13,5 cem ®/10-Séure. 
C,H,,0,N. Ber.: 54,97%o C. Gef.: 54,96% C. 

9,99°/o H. 10,66 °/o H. 
10,69°%o N. 10,58°/o N. 

Das Naphthalinsulfoderivat!) krystallisiert aus alkoho- 
lischer LOsung bei Zusatz von heibem Wasser bis zur Triibung 
in langen nadelf6rmigen Prismen. Bei 200° beginnt die Sub- 
stanz zu erweichen und ist bei 203° geschmolzen. 


') Dargestellt wie von Abderhalden und Weil, Diese Zeitschrift, 
Bd. 88, S. 273 (1913). 
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0,206 g verbrauchen nach Kjeldahl 6,8 ccm "'s:0-Séure. 
C gH ,NO,S. Ber.: 4,4°%o N. Gef.: 4,6°o N. 

Schirfer als das Naphthalin- schmilzt das p-Toluolsulfo- 
derivat, es charakterisiert deshalb vielleicht besser als Derivate, 
die ein in die Liinge gezogenes Sintern oder einen Zersetzungs- 
punkt zeigen. 

E. Fischer und Bergmann haben das _ p-Toluolsulfo- 
chlorid neuerdings!) als billiger und wegen des Vorzuges 
empfohlen, dafi sich nach der Spaltung Sulfo- und Aminoséure 
leichter trennen lassen.?) 

Das nach ihren Angaben gewonnene Derivat krystallisiert 
aus Alkohol bei Wasserzusatz in kurzen Rechtecken, die bei 
226° schmelzen und in Alkohol, Ather, Accton leicht, in Wasser 
schwer loslich sind. 

0,146 g verbrauchen nach Kjeldahl] 5,3 ccm ®/10-Séure. 

C,3H,,O,NS. Ber.: 4,91°%o N. Gef.: 5,08°%o N. 

Das Nitrat ist sehr leicht léslich in Wasser und Alkohol. 
Es fallt aus der absolut alkoholischen Lésung mit trockenem 
Ather in feinen Nadeln, die bei 151° nicht gerade scharf sich 
zersetzen. 


') Liebig, Annalen d. Chem., Bd. 398, S. 117 (1913). 

*) Das kiufliche Priiparat ist oft nicht rein. Zur Reinigung lasse 
man die Lésung in 1 T. Aceton unter Riihren in Eiswasser ecintropfen, 
dabei scheidet sich die Substanz sofort in Krystallen ab. 


Die vorstehenden drei Arbeiten wurden mit einer Unter- 
stitzung der wissenschaftlichen Gesellschaft zu Freiburg i. B. 
ausgefiihrt. 








Uber die Extraktivstoffe der Muskeln. 
IV. Mitteilung. 


Von 


Temistocle Jona. 


(Aus dem Institut fiir pharmazeutische Chemie und Toxikologie der Universitat Pavia.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Dezember 1913.) 


In einer vorhergehenden Mitteilung!) habe ich ein Ver- 
fahren beschrieben, mit welchem ich aus dem wasserigen Extrakt 
der Muskeln gewisse Bestandteile isoliert habe, unter ihnen das 
Anhydrid eines Dipeptids und zwar eines Alanyl-Alanins. Nach 
der Ausscheidung dieser K6rper blieb eine sirupise Fliissig- 
keit, welche fiir weitere Untersuchungen zuriickgestellt wurde. 

Beim Stehen triibte sich die Fliissigkeit und setzte all- 
miihlich ein gelbes, ziemlich schweres Pulver ab, das mit 
Hilfe der Saugpumpe abfiltriert werden konnte. Bei der Be- 
handlung mit Tierkohle und beim Umkrystallisieren aus ver- 
diinntem Athylalkohol erhielt ich kleine weife Krystalle, welche 
bei schnellem Erhitzen auf 261° (korr.) sich unter lebhafter 
Gasentwicklung zersetzen. 

Bei weiterer Einengung der Mutterlauge schied sich ein 
zweiter Kérper aus, welcher dem vorhergehenden im duBeren 
Ansehen vollkommen glich, und welcher nach dem Umkrystalli- 
sieren aus Athylalkohol bei schnellem Erhitzen unter Zersetzung 
bei 215° (korr.) schmolz. 

Die Menge von jeder der beiden Substanzen betrug nach der 
Reinigung ungefahr 11/2 g. Beide bestanden ausschlieBlich aus 
organischer Substanz, welche sich als stickstoffhaltig erwies. 

I, Die bei261° schmelzende Substanz ist bitter und imstande, 
ammoniakalische Silberl6sung zu reduzieren, sie ist viel léslich 
in Methyl- und Athylalkohol, wenig léslich in Wasser, unldslich 
in Benzol und in Ligroin. Bei gewo6hnlicher Temperatur wird 
sie weder von Salzséure noch von verdiinnter Kalilauge zersetzt. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 83, S. 458—467, Mitteilung IIIa. 
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Die Analysen der bei 100° getrockneten Substanz ergaben 
folgende Werte: 
1. Substanzmenge = 0,2114 g, CO, = 0,4510 g, H,O = 0,2136 ¢ 


2. » = 00,1827 g, N = 30,5ccm, t = 15°, Bar. = 752 mm 
Berechnet fiir C,H,,ON, : Gefunden: 
C = 58,33 °/o 58,18 °/o 
H = 11,11 11,23 °/o 
N = 19,440 19,36 °/o 


Das Molekulargewicht wurde nach der kryoskopischen 
Methode in Eisessigldsung mit dem folgenden Resultat fest- 
gestellt : 


Lésungsmittel : Substanzmenge : Schmelzpunktserniedrigung : 
20,00 0,0950 0,125 
20,00 0,1800 0,235 


Berechnet fiir C;H,,ON,: M.G. == 144, gefunden: I. 148,2, IL. 1493. 

Die Substanz erwies sich als optisch aktiv, eine 1,5°/oige 
Losung in 95°/oigem Alkohol wurde bei einer Temperatur von 
25° im Dezimeterrohr untersucht. Die Drehung betrug a = 
— 1,10, Hieraus ergibt sich [a], = — 73,33. 

II. Die bei 215° schmelzende Substanz ist im Gegensatz 
zu der vorhergehenden geschmacklos, sie l6st sich viel leichter 
in Methyl- und Athylalkohol, sie ist wenig lislich in Wasser, 
unlislich in Ather, Benzol und Ligroin. Sie reduziert ammoniaka- 
lische Silberldsung und wird auch bei Zimmertemperatur weder 
durch Salzsaéure, noch durch verdiinnte Kalilauge zersetzt. Die 
Analyse der bei 100° getrockneten Substanz fiihrte zu folgenden 
Resultaten : 

Substanzmenge = 0,2339 g, CO, == 0,4153 g, H,O = 0,2315 g 

> = 0,1523 g, N = 25,iccm, t = 15°, Bar. = 752 mm 

Das Molekulargewicht wurde in EisessiglOsung nach dem 
kryoskopischen Verfahren festgestellt. 


Lésungsmittel : Substanzmenge : Schmelzpunktserniedrigung : 
20,00 0,1027 0,130 
20,00 0,1551 0,195 
Berechnet fiir C,H,,0,N,: Gefunden: 
C = 48,64°/o 48 42 %/o 
H = 10,81 lo 10,95 Fo 


N = 18,90°%e 19,10 °/o 
M.G. = 148 1, 154 If. 155,1 
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Eine 1,5°/oige Lésung drehte in 95°/oigem Alkohol im 
Dezimeterrohr bei einer Temperatur von 23° die Ebene des 
polarisierten Lichtes um 0,45° nach links. Hieraus ergibt sich: 
[aj = — 30,0. 

Kine Durechsicht der Literatur ergab, dafi die beiden be- 
schriebenen Produkte noch nicht bekannt sind. Da das Ver- 
fahren, durch welches ich diese Extraktivstoffe der Muskeln 
isoliert habe, ein sehr umstiindliches und miihevolles und tiber- 
dies die Ausbeute nur sehr spirlich ist, habe ich zur Zeit auf 
die Untersuchung der Konstitution verzichten mussen. 





Einige Beobachtungen tiber Pyrrole. 
Von 


Hans Fiseher und W. Zimmermann. 


(Aus der Il. medizinischen Klinik zu Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7, Dezember 1913.) 


Von Ciamician und Zanetti’) ist die Einwirkung von 
Hydroxylamin auf Pyrrole studiert worden, und diese Autoren 
haben gezeigt, dafi diese unter Ammoniakverlust zu Dioximen 
von y-Diketonen aufgespalten werden. Im einfachsten Fall, 
beim Pyrrol selbst erhiilt man Succindialdoxim 


HC cH C—O nes: 
| SNH -+ 2-H,N-OH = ~ L NH,. 
HC CH cH,—cH NOU 


Die Reaktion ist so zu erklaéren, dafi primir Hydroxyl- 
amin sich an die beiden Doppelbindungen anlagert und die 
entstehende Verbindung unter Ammoniakabspaltung in die ent- 
sprechenden Dioxime itibergeht.') 


NHOH I 
CH,— coy CH,- cONOH 
| NH = | +. NH,. 
CH,_-C—-H CH,——-C=—-NOH 

NHOH Ny 


Daf der Reaktionsmechanismus tatsiichlich im Sinne dieser 
Gleichung erfolgt, haben die genannten Autoren dadurch be- 
wiesen, daf sie bei der Aufspaltung des N-Athylpyrrols neben 
Succindialdoxim Athylamin nachweisen konnten Sie stellten 
weiterhin fest, dafi der Eintritt von negativen Radikalen die 
Widerstandsfihigkeit des Pyrrolringes erheblich erhéht. So 
blieben N-Phenylpyrrol, aa‘-Diphenylpyrrol, Tetraphenylpyrrol, 
Pyrrol-a-Carbonsiiuremethylester, a 8‘-Dimethylpyrroldicarbon- 


_ 


') Chem. Ber., Bd. 22, S. 1918; Bd. 23, S. 1787. 











164 Hans Fischer und W. Zimmermann, 


siiuremethylester unveraindert. aa‘- Dimethylpyrrol wurde zu 
90 °/o, aB‘-Dimethylpyrrol zu 55°/o und aa‘-Methylphenylpyrrol 
zu 25°/o aufgespalten. 

Wir haben nun die Reaktion weiter verfolgt und _ ins- 
besondere auf tetraalkylierte Pyrrole, die nach der Methode 
von Fischer und Bartholomiius leicht zuginglich sind, 
ausgedehnt. Uns interessierte das Verhalten der tetraalkylierten 
Pyrrole deshalb, weil, wenn Aufspaltung erfolgte, die Méglich- 
keit vorhanden war, auch Blut- bezw. Gallenfarbstoff mit Hilfe 
von Hydroxylamin abzubauen. 

Tetramethylpyrrol wurde in der Tat aufgespalten und 
dabei das Dioxim des Ketons C,H,,0, erhalten, 


CH, CH, 
CH,C Cc’ cH,CH—CZNOH 
| )NH + 2H,NOH = | + NH, 
CH,C e CH,CH---C—-NOH 
NCH, NCH, 


das sich als identisch erwies mit dem von Ciamician und 
Silber!) durch Einwirkung von Sonnenlicht auf Methylatyl- 
keton erhaltenen K6érpers. Die Versuche, Bilirubin bezw. Hamin 
mit Hydroxylamin aufzuspalten, haben bis jetzt zu keinem Er- 
gebnis gefiihrt; nur beim Porphyrinogen fand eine Einwirkung 
statt, wenn auch ganz anderer Art. Das Hydroxylamin wirkte 
hier als Oxydationsmittel, indem Mesoporphyrin erhalten und 
das Hydroxylamin zu Ammoniak reduziert wurde. Der Befund 
ist interessant deshalb, weil er beweist, wie grofi das Bestreben 
des Porphyrinogens ist, in Mesoporphyrin tiberzugehen. 


Aufspaltung von Tetramethylpyrrol durch 
Hydroxylamin. 

4,3 g Tetramethylpyrrol, gelést in 45 cem 96°/o igem 
Alkohol, wurden mit 4,5 g Natriumcarbonat und 6,5 g salzsaurem 
Hydroxylamin 6 Stunden auf dem siedenden Wasserbad unter 
Riickflu8 erhitzt. Nach dieser Zeit wurde von den anorganischen 
Salzen abfiltriert, eingedampft und der Riickstand durch wieder- 
holtes Auslaugen mit Ather von unverindertem Tetramethyl- 
pyrrol befreit. Das Oxim wurde durch Umkrystallisieren aus 


') Chem. Ber., Bd. 45, S. 38. 
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verdiinntem Alkohol in derben Prismen erhalten; Schmelz- 
punkt 195°. Der Schmelzpunkt stimmt tberein mit dem von 
Ciamician und Silber (I. c.) beschriebenen Dioxim, und die 
Analyse bestitigte die Zusammensetzung. 
0,0925 g Substanz gaben 13,8 ccm N bei 19° und 720 mm Hg. 
Berechnet fiir C,H,,O,N, (172): Gefunden: 
N = 16,28°/o. N = 16,29°/o. 


Oxydation von Porphyrinogen zum Mesoporphyrin 
durch Hydroxylamin. 

0,9 g Porphyrinogen wurden in 10 ccm 96°/oigem Alkohol 
unter Zusatz von 0,9 g Soda und 0,8 g salzsaurem Hydroxyl- 
amin 15 Stunden lang am RiickfluBkiihler gekocht. Schon nach 
kurzer Zeit wurde im Kihler die Abscheidung eines weifen 
Sublimats von kohlensaurem Ammoniak beobachtet. Nach der 
angegebenen Zeit wurde die Lésung in Wasser gegossen, Na- 
tronlauge zugesetzt und so ein leuchtend rot gefirbtes Natron- 
salz abgeschieden. Hieraus wurde mit Hilfe von heiber 2,5°/oiger 
Salzsiure 0,35 g krystallisiertes salzsaures Mesoporphyrin er- 
halten, das durch Uberfiihrung in den bei 204° schmelzenden 
Diathylester als Mesoporphyrin sicher erkannt wurde. 

Baeyer') hat Aceton mit Pyrrol kondensiert und Aceton- 
pyrrol erhalten von der Konstitution 


Mit diesem Korper konnte wegen seiner Schwerléslich- 
keit bis jetzt keine Molekulargewichtsbestimmung ausgefiihrt 
werden, und wir suchten daher nach leichter lOslichen analog 
gebauten Kérpern aus substituierten Pyrrolen. 

Der nach Benary?) erhaltene a-Methylpyrrol-B-Carbon- 
sdureitylester reagierte leicht mit Aceton, jedoch nur mit einem 


') Chem. Ber., Bd. 19, S. 2184. 
*) Chem. Ber., Bd. 44, S. 493. 
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Molekiil, unter Bildung von Dimethyl-di(-a-methylpyrrol-f-Car- 
bonsdureiitylester)-methan. 
C,H,00CC— CH HC —CCO0C,H, 
my NON lx ECH, 
NH /“\. NH 
CH, CH, 

Dem K6rper kommt zweifellos nur bimolekularer Bau 
zu, wie die Molekulargewichtsbestimmung bewies. Ob die Kon- 
densation in a- oder B-Stellung erfolgt ist, bleibt dahingestellt. 
Wahrscheinlicher ist natiirlich die bei den Pyrrolen stets reak- 
ltionsfiihigere a-Stellung (vgl. Formel). Weiterhin studierten wir 
die Einwirkung von Aldehyden auf substituierte Pyrrole in 
neutraler Lésung bei héherer Temperatur in der Hoffnung, 
Pyrrolalkohole zu erhalten. Bis jetzt konnten wir die richtigen 
Bedingungen nicht finden; beim 2-4-Dimethyl-5-Acetylpyrro! 
erhielten wir mit Formaldehyd und Acetaldehyd priichtig kry- 
stallisierende K6rper, die aber nach ihrem Verhalten die ge- 
suchten Alkohole nicht sein konnten. Wir haben sie daher 
nicht weiter untersucht. 


Kinwirkung von Aceton auf a-Methylpyrrol-8-carbon- 
siureidthylester. 


0.5 g Ester wurden in 5 ccm Aceton geldst und unter 
Zusatz von zwei Tropfen konzentrierter Salzsiure kurze Zeit 
erhitzt. Beim Verdiinnen mit Wasser schied sich alsdann eine 
krystallinische Masse aus, die abgesaugt und mit Wasser aus- 
gewaschen wurde. Ausbeute 0,5 g. Nach zweimaligem Um- 
krystallisieren aus Weingeist wurde der konstante Schmelzpunkt 
196 bis 197° erreicht. Die Analyse ergab, daBb zwei Molekiile 
Pyrrol mit einem Molekiil Aceton zusammengetreten waren 
unter Austritt von Wasser. 

0,1728 g Subst. gaben 12,6 cen N bei 717 mm Hg und 16°. 
0,2042 5 » » 04911 g CO, und 0,1475 g H,O. 

Ber. fiir C,,H,,N,O,: C = 65,85°/o H=7,57% N= 8,09°%/o. 
Gef. : C = 65,599/0 H=8,08% N = 8,03°/o. 


Ae ie Ne OI aa ? 
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Die Molekulargewichtsbestimmung wurde durch Siede- 
punktserhdhung in absolutem Alkohol festgestellt : 0,3780g Sub- 
stanz bewirkten in 8,122 g Substanz eine Temperaturerhéhung 
von 0,16°. Hieraus berechnet sich ein Molekulargewicht von 
335, wahrend die Theorie 346 verlangt. Es ist also kein Zweifel, 
dafi zwei Molekiile des Pyrrols mit einem Molekiil Aceton zu- 
sammengetreten sind. Die Ehrlichsche Aldehydreaktion war 
in der Kalte negativ, in der Hitze positiv mit tiefblauer Farbe, 
im Spektroskop war ein breiter Streifen im Rot, ein schwacher 
im Gelb und zwei wieder intensiver ausgebildete im Griin zu 
beobachten. 


Kondensation von 2-4-Dimethyl-5-Acetylpyrrol mit 
Formaldehyd und Acetaldehyd. 


2,5 g 2-4-Dimethyl-5-Acetylpyrrol wurden mit 10 ccm 
l‘ormaldehyd im Einschmelzrohr 5 Stunden auf 130° erhitzt. 
Beim Erkalten bestand der Rohrinhalt aus einem Krystallbrei. 
Aus Alkohol und Wasser wurden derbe Prismen vom Schmelz- 
punkt 136—-138° erhalten. Nach den Ergebnissen der Elementar- 
analyse und der Molekulargewichtsbestimmung waren zwei 
Molektile Aldehyd auf ein Molekil Pyrrol eingetreten. 


0,1668 g Substanz gaben 10,4 ccm N bei 15° und 720 mm. 
0.1561 » » »  0,3510 g CO, und 0,1093 g H,O. 
C.4oH,,NO, (Mol. 197) 

Berechnet: C = 60,91°7o H = 7,61°/o N = 7,10°/o 
Gefunden: C = 61,32°9/o H = 7,83°%0o N = 6,93°/o 


Molekulargewichtsbestimmung. 


0,7005 g Subst. bewirkten in 12,49 g Aceton eine Siede- 
punktserh6hung von 0,46°. 

M.-Gew. ber.: = 197, gef. = 204. 

1 g Formaldehydprodukt wurde mit 1 ccm verdiinnter 
und 1cem konzentrierter Schwefelsiure zwei Stunden lang 
auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. Darnach wurde mit 
Wasser verdiinnt, mit Soda alkalisch gemacht und mit Wasser- 
dampf ein Ol abgetrieben, das durch sein bei 94° schmelzendes 
Pikrat sowie seinen schén krystallisierenden a-Azofarbstoff als 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXIX. 12 
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2-4-Dimethylpyrrol identifiziert wurde. Nach diesem Ergebnis 
ist es sehr unwahrscheinlich, dafi der Formaldehyd am Pyrrol- 
ring eingetreten ist, vielmehr dtirfte die Kondensation an der 
a-Acetylgruppe erfolgt sein, und wir haben deshalb die weitere 
Untersuchung aufgegeben. 

Mit Acetaldehyd reagiert das 2-4-Dimethyl-5-Acetylpyrrol 
in ganz analoger Weise. Es wurde ein prachtvoll krystallisiertes 
Kondensationsprodukt erhalten, das nach dem Umkrystallisieren 
aus Weingeist bei 142° schmolz. Nach der Stickstoffbestim- 
mung sind auch hier zwei Molekiile Acetaldehyd eingetreten. 
0,3095 g Substanz gaben 18,7 ccm N bei 17° und 721 mm Hg. 

(C,H,,NO + 2 * CH,CHO) 

Berechnet: N = 6,22 °/o. Gefunden: 6,66 °/o. 

Zincke') und Kénig?) haben unabhangig voneinander 
gefunden, daf o-p-Dinitrophenylpyridiniumchlorid, bezw. Cyan- 
pyridiniumhalogenid auf primire und sekundére aromatische 
Amine einwirkt unter Bildung von Farbstoffen. Dabei tritt 
Aufspaltung des Pyridins ein, sodaf Derivate des Glutakon- 
aldehyds!) entstehen. K6nig und Schreckenbach?) iiber- 
trugen die gleiche Reaktion auf 2-Methyl-5-Phenylpyrrol und 
erhielten einen Farbstoff, dem folgende Strukturformel zu- 
kommen soll: 

H H H H H 


ee | 
HC—C—C=C—C=C—C=C——CH 


| 


( Ctl, CHC. C—CH, 


| 
NH 


Uns interessierte nun das Verhalten von Pyrrolen, die 
durch eine solch komplizierte Kohlenstoffkette in a-Stellung 
zusammengehalten sind, bei der Oxydation und Reduktion, und 
dies war der Grund, weshalb wir die Einwirkung von Brom- 
cyan und Pyridin auf 2-4-Dimethyl-3-Acetylpyrrol untersuchten, 
in der Hoffnung, einen analog gebauten Korper mit der Kohlen- 


') Liebigs Ann., Bd. 330, S. 361; Bd. 333, S. 246. 
*) Journ. f. prakt. Chem., Bd. 69, S. 105. 
°) Schreckenbach, Inauguraldissertation, Dresden 19190. 











Einige Beobachtungen iiber Pyrrole. 169 


stoffbriicke in a-Stellung zu erhalten. Um das Endergebnis 
gleich vorwegzunehmen, sei bemerkt, daf die Reaktion hier 
anders verlief. Es entstand ein Cyanamidderivat von vermutlich 
folgender Konstitution 

CH,COC——CCH, 


it 


CH,C. ,C—CH=CH—CH=CH—CH=N—C=N 


\ A 
NH 
wie sie KOnig und Ebert’) beschrieben haben, und wir haben 
die weitere Untersuchung aufgegeben, weil dies Gebiet ander- 
weitig bearbeitet wird. 

12 g 2-4-Dimethyl-3-Acetylpyrrol wurden in 85 ccm Me- 
thylalkohol gelost und mit 8,5 g Pyridin und 42,8 ccm Brom- 
cyan (atherische Normallésung) ca. 1 Stunde stehen gelassen. 
Nach der angegebenen Zeit hatten sich 8 g sch6n krystalli- 
sierter roter Farbstoff abgeschieden. Derselbe war jedoch nicht 
einheitlich, sondern bestand aus einem griin schillernden, in 
Aceton fast unldslichen Kérper und einem in Aceton leichter 
léslichen gelb gefirbten Kérper vom Schmelzpunkt 208°. Letz- 
terer war weitaus das Hauptprodukt, das wir allein untersucht 
haben. Aus Chloroform und Petroliather lief sich der Kérper 
leicht in derben Prismen erhalten und nach der Analyse lag 
ein Cyanamidderivat vor. 


0,1405 g Substanz gaben 21,0 ccm N bei 18° und 718 mm Hg 


0,2032 » > » 323 » » » 189 » 714 » » 
Berechnet fiir C,,H,,N,O: N = 17,14°/o 
Gefunden: N = 16,98; 17,12°/o. 


1) Ebert, Inauguraldissertation, Dresden 1913. 
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Uber das Nucleoproteid nach Hammarsten 
aus Rinderpankreas. 


I. Mitteilung. 


Von 
Martin Knopf. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10, Dezember 1913.) 


Das Studium des feineren Baues der unter dem Sammel- 
namen Nucleoproteide zusammengefaBten Stoffe ist erst moglich 
geworden, seitdem die eine Komponente dieser Kérper — die 
Nucleinséiure — wenigstens in ihren Hauptvertretern zu einer 
chemisch genau definierbaren Substanz geworden ist. So hat 
sich z. B. beziiglich des wasser-, alkohol- und atherunléslichen 
Anteils des Kopfes von Heringsspermien ergeben,') daf er, wie 
schon Miescher meinte, aus einem neutralen Salz der echten 
Nucleinséiure mit Protamin besteht, und zwar zu 74°/o aus 
Nucleinséure und zu 26°/o aus Protamin. Durch Zusammen- 
bringen von nucleinsaurem Natron und Protaminsulfat kann 
man in der Tat kiinstlich einen Korper gewinnen, der dasselbe 
Verhaltnis von Phosphor zu Stickstoff hat, wie das natiirliche 
Produkt. *) 

In gleicher Weise wie aus dem nucleinsauren Protamin 
der Fischspermien la8t sich an einem anderen Nucleoproteid, 
dem Nucleohiston aus der Thymusdriise, nachweisen,*) daB auch 
hier sémtlicher Phosphor in Form von echter Nucleinséure 
vorkommt. 

Ich habe nun das Nucleoproteid aus der Pankreasdriise, 
das man nach den Angaben Hammarstens gewinnen kann, 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 72, S. 305; Bd. 73, S. 471; Bd. 83, S. 172. 
2?) Diese Zeitschrift, Bd. 83, S. 72. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 207. 
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in den Kreis der Untersuchungen gezogen. Hier waren die 
Verhiltnisse insofern interessant, als von Bang als Bestand- 
teil dieses Nucleoproteids eine einfache Nucleinsiiure, die Guany]- 
siiure, aufgefunden worden war. Dieser Befund lie& den Ge- 
danken aufkommen, als sei nun auch dieses Proteid sehr einfach 
zusammengesetzt. Hammarsten?) gibt dieser Ansicht in 
folgenden Worten Ausdruck: «Es ware auch miglich, daB die 
einfachen Nucleinsauren durch Spaltung aus mehr zusammen- 
gesetzten hervorgegangen waren. Fir die Guanylsdure trifft 
jedoch eine solche Annahme nicht zu, denn ihr Mutterproteid 
enthalt nur eine Base, das Guanin.» 

Einer solchen Ansicht stehen aber mehrere Bedenken gegen- 
liber. Erstens sind von amerikanischen Forschern (Levene 
und Stookey,?) Jones und Whipple)') als Spaltungsprodukte 
eines Proteids aus Pankreas auBer Guanin andere Spaltstiicke 
der echten Nucleinsiure aufgefunden worden und selbst wenn 
man annehmen wollte, daf diese Korper einer etwaigen Ver- 
unreinigung des Hammarstenschen Proteids mit einem oder 
mehreren anderen dhnlichen K6rpern ihre Entstehung ver- 
dankten, so bliebe noch folgendes Bedenken: 

Der Phosphorgehalt des nach Hammarsten gewonnenen 
Kérpers ist nach den tibereinstimmenden Angaben von Ham- 
marsten,*) Steudel®) und Brig1*) ein konstanter Wert — 
ca. 4,5°/o P bei lufttrockener Substanz. Da nun die Guanylsaure 
8,5°/o P enthalt, so miiBte — die Abwesenheit von anorganichen 
Phosphaten und organischen Phosphorverbindungen, die nicht zu 
den Nucleinsiuren gehéren, vorausgesetzt — das Proteid fast zu 
50°/o aus Guanylsiiure bestehen, wenn sie die einzige P-haltige 
Komponente des Proteids ware. In Wirklichkeit erhalt man aber 
nach der iiblichen Darstellungsmethode nur ca. 12 g Guanyl- 
siure aus 100 g Nucleoproteid. Hier muBte also entweder ein 


') Lehrbuch der physiologischen Chemie, 7. Auflage, Wiesbaden 
1910, S. 173. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 41, S. 404. 

3) Am. Journ, of physiol., Bd. 7, S. 423. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 19, S. 19. 

°) Diese Zeitschrift, Bd. 53. S. 539. 

6) Diese Zeitschrift, Bd. 68, S. 40. 
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grober Verlust an Guanylséure bei der Darstellung stattfinden 
oder es mubte im Filtrat von der Guanylsaurefallung noch eine 
leichter l6sliche Nucleinséure vorhanden sein. 

Eine Antwort auf diese Fragen war durch eine quanti- 
tative Guaninbestimmung im Proteid zu erwarten. 

Es wurde also eine grdfere Menge Nucleoproteid nach 
dem Verfahren von Steudel und Brigl dargestellt. Der Phos- 
phorgehalt des lufttrockenen Préparates entsprach den bisher 
gefundenen Werten: 

0,1124 g entsprechen 9,7 ccm /s-NaOQH = 4,78°/0o P (Neumann). 
Gefunden von Hammarsten: 4,5°/o, von Steudel und Brig] 4,5°/o P, 
von Steudel 4,6 P (Mittelwerte). 

Ich habe mich dann noch davon tiberzeugt, daB in dem 
Proteid kein freies Adenin vorhanden war, indem ich 10 g in 
ammoniakalischem Wasser léste und gegen Wasser dialysierte. 
Das Dialysat lieferte mit ammoniakalischer Silbernitratlo6sung 
keine Spur eines Niederschlages. 

100 g Nucleoproteid wurden jetzt mit 11/2 1 5 volum- 
prozentiger Schwefelséure 4 Stunden lang am Riickflubkihler 
iiber freier Flamme gekocht; die nach dem Erkalten auftretende 
Krystallisation langer prismatischer Nadeln von Guaninsulfat 
wurde durch schwaches Erwéirmen wieder in Lésung gebracht 
und die klare dunkelbraune Lésung mit Ammoniak tbersiattigt. 
Es entstand ein dicker kérniger Niederschlag, der abgesaugt 
wurde und getrocknet 6,5 g wog. Er wurde in verdiinnter 
Schwefelséure gelést, mit Tierkohle entfarbt und lieferte nun 
eine Krystallisation von reinem Guaninsulfat. 

0,1688 g sattigen 38,6 ccm ®/10-H,SO, = 32,01 °/o N (Kjeldahl). 
Berechnet fiir (C,H,;N,O),H,SO, -+- 2H,O = 32,11°o N. 

Das Filtrat von der Ammoniakfallung des Guanins wurde 
auf ein Drittel seines Volumens eingeengt, von einer sich dabei 
ausscheidenden schwarzen huminartigen Masse abfiltriert, und 
nun die L6sung mit ammoniakalischer Silbernitratl6sung vollig 
ausgefillt. Der Niederschlag wurde filtriert, mit ammoniaka- 
lischem Wasser ausgewaschen und mit Salzséure in der Warme 
zersetzt. Das vom Chlorsilber ablaufende Filtrat wurde auf 
dem Wasserbade durch vorsichtige Konzentration von der iiber- 
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schtissigen Salzsiure befreit und schlieflich unter vermindertem 
Druck abdestilliert. Der Riickstand war leicht in Wasser rest- 
los léslich und wurde mit Natriumpikrat ausgefiillt. Der Nieder- 
schlag wurde aus stark verdiinnter Pikrinsiurelésung umkry- 
stallisiert und lieferte eine Krystallisation von 2 g Adeninpikrat 
vom Schmelzpunkt 280°. 
0,1485 g Substanz hefern 39,4 ccm N (t = 19°, p = 76,0 cm) 
Berechnet fiir C,H,N, - C,H,N,O,: 30,78 °/o N. 
Gefunden : 30,68 °/o N. 

Wenn man sich aus dem Phosphorgehalt des Proteids 
unter der Voraussetzung, da siimtlicher Phosphor als Guanyl- 
siure im Proteid vorhanden ware, die Menge des Guanins be- 
rechnet, die man aus dem Proteid erhalten miifbte, so ergibt 
sich ein Wert von 23,3 g Guanin. In meinem Versuch habe 
ich dagegen nur 6,5 g, also etwa nur den vierten Teil ge- 
funden. Der grofe Unterschied kann nicht nur durch Verluste 
bei der Darstellung erklairt werden, weil gerade das Guanin 
wegen seiner Schwerldslichkeit sich verhiiltnisméBig leicht 
quantitativ bestimmen laBt. Der von mir gefundene Wert ent- 
spricht vielmehr annéhernd dem Werte, der sich aus derjenigen 
Menge Guanylsiiure berechnet, die man auf die iibliche Weise 
aus dem Proteid gewinnt. Fiir 12 g saures guanylsaures Kali 
sind 4,52 g Guanin verlangt. Daf man mehr findet wie die 
berechnete Menge, scheint ein deutlicher Hinweis dafiir zu sein, 
dafi die Guanylséure nicht die einzige P-haltige Komponente des 
Nucleoproteids ist: hiermit steht das zweifellose Vorkommen 
von Adenin in guter Ubereinstimmung. 

Freilich kOnnte eingewendet werden, dafi das relativ kurze 
Kochen mit der wenig konzentrierten Schwefelsdure nicht alles 
Guanin aus seinem Verbande im Molekiil herausgelést hat. Nach 
den bisherigen rfahrungen ist das aber durchaus unwahr- 
scheinlich. Dagegen verdient ein zweiter EKinwand mehr Be- 
achtung: Streng genommen ist ja nicht genau bewiesen, dab 
das Nucleoproteid Hammarstens und das von mir unter- 
suchte dieselben Substanzen sind, da mein Darstellungsver- 
fahren etwas von dem Hammarstens abweicht. Die beiden 
Praéparate haben zwar denselben Phosphorgehalt, man kénnte 











17% Martin Knopf, Uber Nucleoproteid aus Rinderpankreas. I. 


sich aber vorstellen, daB trotzdem mein Priaparat nicht ganz 
so rein gewesen wére wie das von Hammarsten; durch die 
allung mit Alkohol kénnten andere Proteide mit niederge- 
schlagen sein wie das Hammarstensche. 

Auf diesen Punkt soll bei weiteren Untersuchungen meine 
besondere Aufmerksamkeit gerichtet sein. 

Ich habe mich nun ferner bemiiht, die vermutete andere 
Nucleinsaéure des Proteids zu isolieren und deshalb grdfere 
Mengen Proteid auf Guanylsaure verarbeitet. Aus den Mutter- 
laugen des guanylsauren Kalis habe ich nun auch einen in 
Wasser leicht léslichen phosphorhaltigen Korper erhalten, der 
aber bisher noch nicht frei von EiweiB zu bekommen war. 
Kine genauere Beschreibung der Substanz wird erfolgen, sobald 
ich grOBere Mengen des reinen Produktes gesammelt habe. 
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Photochemische Studien zur Nitrat- und Nitritassimilation. 
Von 
Oskar Baudisch und Erwin Mayer. 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Dezember 1913.) 


Theoretischer Teil. 


Als Stickstoffquelle kommen bei den hodheren Pflanzen 
nur die im Boden vorhandenen stickstoffhaltigen Salze in Be- 
tracht, welche zu den Blittern in den Wasserbahnen empor- 
geleitet werden. Sachs!) hat wohl zuerst darauf hingewiesen, 
daB bei den hdheren Pflanzen die reichlichste Bildung von 
KiweiBstoffen in den assimilierenden Laubblittern stattfinden 
diirfte, und wir finden bei Sachs zugleich die Bemerkung, «dab 
es nicht unmdglich erscheine, daB auch auferhalb der chloro- 
phyllhaltigen Zellen der Blatter EiweiBstoffe durch Kombination 
assimilierter stickstofffreier Substanzen mit Ammoniak oder 
Salpetersdureverbindungen entstehen kénnten.» In den Laub- 
blattern bieten die reichliche Zufuhr ~on Stickstoffverbindungen 
durch den Transspirationsstrom, sowie die reichlichste Ver- 
sorgung der synthetisch wirksamen Zellen mit Kohlenhydraten 
die besten Bedingungen fiir die Proteinsynthese. Einer Reihe 
von Erfahrungen?) zufolge ist der Nitratgehalt der Blatter in 
der Tat kleiner als derjenige von Stengeln und Wurzeln, was 
ebenfalls als Stiitze fiir die Ansicht dienen kann, daf die Nitrate 
in den Bléattern einem lebhaften Verbrauche unterliegen. 

Schimper®*) konnte zeigen, daf auch in abgeschnittenen 
in H,O stehenden Blittern, welche im Mesophyll bis in die 





') Botan. Ztg. (1862), S. 63; Experimentalphysiologie (1865), S. 343. 
?) Hoffmann, Arch. Pharm., Bd. 120 H (1865), S. 193; Hosaeus, 
Jahresber. Agrik. Chem. (1865), S. 87; Friihling, Landw. Versuchsst. (1867) 
5. 150; Emmerling, Landw. Versuchsst. (1880), S. 136; Sorokin, Justs 
Jahresber, (1875), S. 871; Monteverde, Justs Jahresber. (1883), S. 57. 
*) Botan. Ztg., S. 46; Flora (1890), S. 73. 
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kleinsten Nerven hinein urspriinglich starke Nitratreaktion gaben, 
nach Verlauf mehrerer Tage fast das gesamte Nitrat verschwunden 
war. Der Grad der Besonnung war von sehr merklichem Einflusse 
auf das Verschwinden von Nitraten in Pelargoniumblittern (Topf- 
exemplare). In den weifen Stellen panachierter Blatter sowohl, 
wie in den fast chlorophyllfreien Tradescantialluftwurzeln blieb 
die Nitratreaktion auch nach mehrtagiger Einwirkung intensiven 
Sonnenlichtes ohne merkliche Veriinderung. Ubrigens sind nach 
Schimper Schattenblitter stets nitratreicher als Sonnenblitter. 
Wendet man Ca(NO,), als Néhrstoff an, so kann man den 
Prozefs der Nitratverarbeitung sehr schén, durch die Ablage- 
rung des oxalsauren Kalkes, welche durch die geringere Ver- 
arbeitung des Kalkes bedingt ist, kontrollieren. Er sprach auch 
die Ansicht aus, daf die Nitrate in den Mesophylizellen speziell 
zu Eiweil} verarbeitet werden, daf man die Chloroplasten als 
Sitz dieser Titigkeit ansehen kOnne und die Nitratassimilation 
ein lichtchemischer Vorgang ist. 

Pagnoul') findet in seiner Arbeit «Einflu8 des Lichtes 
auf die Pflanzen, hauptsichlich ihres Reichtums an Nitraten>, 
dai Lichtmangel den Zuckergehalt vermindert und den Nitrat- 
gehalt erhoht. 

Emil Godlewski?) stellte fest, daf eine bedeutende An- 
hiufung der Nitrate in Weizenkeimpflanzen eintritt, wenn die- 
selben in einer salpeterhaltigen Nahrstoffl6sung im Dunkeln 
oder im schwachen Lichte des Laboratoriums gezogen werden. 
Die Bildung der Eiweifstoffe auf Kosten der Nitrate ist bei den 
Weizenkeimlingen unter gewohnlichen Bedingungen ohne Licht- 
wirkung unmdglich. Die Proteinstoffe bilden sich in der Pflanze 
nicht unmittelbar aus dem Nitratstickstoff und stickstofffreien 
organischen Verbindungen, sondern zuniéchst werden gewisse 
nicht proteinartige Verbindungen gebildet, welche sich erst 
weiter zu Eiweifstoffen umwandeln. Diese intermediaren nicht 
proteinartigen Stickstoffverbindungen kénnen sich in den Weizen- 
keimpflanzen auf Kosten der Nitrate auch im Dunkeln bilden, 
ihre Umbildung zu Proteinstoffen erfolgt aber nur im Licht. 


‘) Pagnoul, Annal. agronom., t. VII, 1881, p. 5. 
?) Godlewski, Anz. Ak. Krakau, 1897; Bull. Ac. Cracovie, 1903- 
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Die Stickstoffassimilation aus Nitraten und daraus die Eiweib- 
synthese ist bei den Pilzen unabhingig vom Licht, bei den 
hoheren Pflanzen durch das Licht so stark beeinfluBt, dafh die 
Assimilation nur bei Lichtwirkung in ausgiebigem Mabe vor 
sich geht. Die Begiinstigung durch das Licht bezieht sich auch auf 
die Bildung von Eiweifi aus Nitrit, wie auf die Regeneration 
desselben aus den Spaltungsprodukten. Die Stickstoffassimila- 
tion und die Eiweifsynthese wird durch das Licht teils indirekt, 
durch Herbeifiihrung der Kohlenséureassimilation und Bildung 
des notigen Baumaterials, teils direkt durch Lieferung der fiir 
beide Vorgiinge notigen Energie beférdert. Finden diese beiden 
Vorgiinge ohne Mitwirkung des Lichtes statt, so werden die 
notwendigen Energien durch die beim Stoffwechsel, bezw. der 
Atmung freiwerdenden Kriafte geliefert. Die Unabhiingigkeit 
dieser Vorgange bei Pilzen erklirt sich durch den hier relativ 
starken Stoffwechsel. Bei héheren Pflanzen findet ausgiebigere 
Eiweifisynthese ohne Licht nur dann statt, wenn den betreffenden 
Zellen stickstofffreie, im Stoffwechsel begriffene plastische Stoffe 
(z. B. Zucker) reichlich zu Gebote stehen, also ihre Lebens- 
bedingungen sich denen der Pilze néhern. 

Nach den Versuchen E. Laurents undE. Marchals’) findet 
in den gepriiften hoheren Pflanzen nur im Lichte und nur in 
den chlorophyllfiihrenden Organen nachweisbare Bildung von 
Eiweifkorpern auf Kosten der mineralischen Stickstoffsubstanzen 
statt. Der Ammoniakstickstoff wird durch niedere Pflanzen ohne 
Chlorophyll und ohne Licht assimiliert, bei den griinen Pflanzen 
findet dieser Vorgang in den griinen, wie in den chlorophyll- 
freien Organen im Dunkeln wie im Lichte statt, am Lichte 
jedoch in beiden Fallen intensiver. Die Assimilation des Nitrat- 
stickstoffs kann durch die niederen chlorophylifreien Organe 
ebenfalls im Dunkein erfolgen; bei den griinen Pflanzen ist sie, 
mit einigen Ausnahmen, in den dem Lichte ausgesetzten Bliattern 
sehr viel stiirker, besonders unter dem Einflu8 der am stiarksten 
brechbaren Strahlen, wihrend die bei der Kohlensiureassimi- 
‘ation tatigen Strahlen fiir die Eiweifsynthese fast ohne Be- 
deutung sind. Wird Stickstoff, Ammoniak oder N,O, im Dunkeln 


') Laurent und Marchal, Bull. Ac. roy. Belgique (1903), 55. 
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assimiliert, so werden Kohlenhydrate verbraucht, welche die 
notige Energie zur Reduktion bei den Nitraten und zur Synthese 
liefern. Die niederen, nicht griinen Pflanzen kénnen die Synthese 
der Eiweifkérper im Dunkeln vollenden, gleichfalls unter Be- 
nutzung der chemischen Energie organischer Verbindungen. Bei 
den griinen, vollkommen bei den héheren Pflanzen findet diese 
Synthese nur am Lichte statt. Die Amidverbindungen kénnen 
in chlorophyllfreien Organen (keimende Samen) in beschrankter 
Menge auch im Dunkeln entstehen. Auch kann das Zusammen- 
treffen von Amidverbindungen (Asparagin, Glutamin) und ge- 
eigneten Zuckern zu einer Bildung von Eiweibkérpern fiihren, 
jedoch scheint die Umwandlung von Nitrat- oder Ammoniak- 
stickstoff in Eiweifstoffe bei den héheren Pflanzen die Mit- 
wirkung des Lichtes zu erfordern. Bei der Assimilation der 
Kohlensiiure sind stets die Lichtstrahlen noétig (ausgenommen 
einige seltene Organismen, Nitrifikationsbakterien), wihrend bei 
der Stickstoffassimilation verschiedene Moglichkeiten gegeben 
sind; indessen ist auch hier, wenn man von jenen niederen 
Organismen absieht, in allen Fallen, in denen der Organismus 
kompliziertere Stickstoffverbindungen aufbaut, als ihm in der 
Nahrung geboten sind, die Mitwirkung von Zucker notwendig, 
die eine umgewandelte Form der Sonnenenergie darstellen. 

Nedokutschaeff!) gelangt zu dem Schlusse, daB die 
aufgespeicherten Nitrate zur Bildung organischer Substanzen 
immer im Lichte in grdéBerer Menge verbraucht werden, als 
im Dunkeln. 

A. Emmerling?) fihrt in seinen «Studien tber die Ei- 
weibbildung der Pflanzen» aus, dab die Bildungsherde der 
Aminosiéuren die Blatter sind, wahrend die Entstehung der- 
selben in den Stengeln und Wurzeln weniger Wahrscheinlich- 
keit fiir sich hat. Die Stauung dieser Saéuren an solchen Orten, 
an denen sich junge Zellen bilden und das Abnehmen der- 
selben beim Alterwerden der betreffenden Organe sprechen 
deutlich dafiir, da& diese Substanzen den Bildungsherden zu- 


!) Nedokutschaeff, C 1904 I, S. 193. 
*) A. Emmerling, Landw. Versuchsst. (1887), Bd. 34, S.1; Bd. 54. 


S. 215. 
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geleitet werden, denn eine besonders starke Neubildung kann 
man wohl den jiingsten und zartesten Zellanlagen nicht zu- 
erkennen. Durch Keduktion der Nitrate entsteht, wenn auch 
voriibergehend Ammoniak, aus diesem durch Einwirkung der 
durch Veratmung von Assimilationsprodukten entstehenden 
naszierenden Kohlenstoffverbindungen zuniichst Aminosiiuren 
und aus diesen Eiweif, Dieser synthetische Vorgang ist nicht 
nur im Blatt, sondern auch in vielen anderen Zellen und Ge- 
weben moglich, wenn auch die bliitter als Hauptherde der 
Synthese von Eiweifvorstufen anzusehen sind. Die in den 
Blaittern im Uberschu8 erzeugten EiweiBvorstufen werden nach 
anderen Organen, besonders Friichten, Knospen geleitet, wo sie 
dann, bis auf einen gewissen Rest, in Eiweif umgewandelt werden. 

W. Palladin') fiihrt in seiner Arbeit «Kinfluf$ des Lichtes 
auf die Bildung von stickstoffhaltigen Substanzen in den Ge- 
weben der Pflanzen» aus, daBb die Blatter im Sonnenlicht 3mal 
soviel Saccharose absorbieren. In Gegenwart von Saccharose 
erfolgt die Synthese von Proteinsubstanzen im Lichte bedeutend 
schneller als im Dunkeln. Im Dunkeln findet aber auch, ent- 
gegen der Ansicht verschiedener Autoren, Synthese statt. Bei 
100 g frischen Bohnenblittern vermehrt sich der Stickstoff- 
gehalt der Proteinsubstanzen im Lichte um 247 mg, im Dunkeln 
um 97mg. Im blauen Lichte erfolgte die Regeneration der 
Proteinsubstanzen viel energischer als bei gelbem Lichte. Die 
Gegenwart einer reichlichen Reserve an Kohlenhydraten und 
die Einwirkung des Lichts sind zur normalen Bildung der stick- 
stoffhaltigen Substanzen in den Blattern unumginglich notwendig. 

Mazé?) zeigt in seiner Abhandlung «Assimilation der 
Kohlenhydrate und die Verarbeitung des organischen Stick- 
stoffs bei den héheren Pffanzen», daf die Pflanzen ihren orga- 
nischen C der Glukose entnehmen und aus dieser Substanz 
die zum Aufbau der Eiweifstoffe nétige Energie auf Kosten 
des Nitratstickstoffs und unter Lichtabschlu8 liefern kénnen. 
Der Anblick der mit Glukose ernahrten Pflanzen ist jedoch 
sehr verschieden von dem der Vergleichspflanzen. 


') Palladin, C., 1899, I, S. 692. 
*) Mazé, C., 1899, I, S. 530. 
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Y. Kinoshita’) zeigt in seiner Arbeit «Assimilation von 
Stickstoff aus Nitraten und Ammoniumsalzen durch Phanero- 
gamen», daf} Gerste in TOpfen im Dunkeln gezogen, den Stickstoff 
aus den Ammoniumsalzen in Asparagin verwandelt aufspeichert, 
Nitrate dagegen als solche von den Pflanzen aufgesammelt 
werden. Ammoniak lief sich in den Pflanzen nicht nachweisen. 

W. Sapoznikoff?) beweist die Notwendigkeit der Sal- 
petersiure fiir die Kiweibbildung. Die Menge der gleichzeitig 
gebildeten Kohlenhydrate ist dann 2- bis 3mal gr6éBer. Bei 
reichlicher Zufuhr von Nitraten und miibiger Beleuchtung wird 
die Eiweibbildung auf Kosten der Kohlenhydratbildung gesteigert 
und letztere ganz unterdriickt. In kohlensaurereicher Atmosphire 
wird die Bildung der Kohlenhydrate trotz ungiinstiger Beleuch- 
tung erheblich geférdert, dagegen tritt eine Steigerung der 
Eiweiiproduktion gegeniiber dem normalen Verhiltnisse nicht 
ein. Im Dunkeln bildet sich Eiweii, ebenso wie Kohlenhydrate, 
wenn auch in geringem Mafe eine Auswanderung aus den 
Blattern stattfindet. 

Barthold Hansteen?) wiederholte die Versuche Kino- 
shitas mit Wasserpflanzen bei 20° im Finstern und stellte 
zunichst fest, dafi auch im Dunkeln aus Zucker Stirke gebildet 
und daf Asparagin aus der Niahrfliissigkeit aufgenommen wird. 
Ferner konnte er zeigen, dafB im Dunkeln aus Traubenzucker 
und Asparagin Rohr- oder Traubenzucker und Harnstoff und 
Ammonsulfat oder -chlorid Eiweif gebildet wird, dagegen aus 
Traubenzucker und Glykose, Rohrzucker und Asparagin, oder 
aus Leucin, Kreatin, Alanin und Nitraten kein Eiweifi im 
Dunkeln entsteht. 

Nach Pfeffer kann die Bildung von Eiweifi aus Kohlen- 
hydraten und Amidoverbindungen im Dunkeln erfolgen. Zaleski‘) 
fand, dafs abgeschnittene Helianthusblatter auf nitrat- und zucker- 
haltiger Niihrldsung schwimmend im Dunkeln ihren Eiweif- 


') Kinoshita, C., 1896, I, 116. 

*) Sapoznikoff, C., 1896, I, S. 930. 

*) Hansteen, C., 1897, I, S. 295. 

‘) Zaleski, Ber. bot. Ges., Bd. 15, 1897, S. 536; Botan. Zentralbl., 
Bd. 87, 1901, S. 281. 
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gehalt betrachtlich vermehren und zu dieser Bildung eine 
erhebliche Menge Kohlenhydrate erfordern. Aus diesen Kohlen- 
hydraten und aus den Nitraten entstehen zuniichst andere, 
wahrscheinlich amidartige Verbindungen. Der Grund, weshalb 
die Ergebnisse einer Reihe von Untersuchungen gegen diese 
Ansicht sprechen, liegt in der falschen Methode, indem der 
Eiweifgehalt aus der Trockensubstanz berechnet wird, wihrend 
die Gewichtsveriinderung der Trockensubstanz mit der Eiweil}- 
gehaltveranderung nicht parallel geht. 

Suzuki') zeigt in seiner Arbeit «Assimilation von Nitraten 
bei Abwesenheit von Licht», dai Zucker einen grofen Einflub 
auf die Reduktion der Nitrate ausiibt. Wenn die nutzbare 
Menge der Kohlenhydrate nicht ausreicht, so werden die Nitrate 
nicht assimiliert. Proteide kénnen von Nitraten in volliger 
Dunkelheit gebildet werden, wenn viel Zucker in den Pflanzen- 
zellen vorhanden ist. Bei Anwendung einer 1°/oigen Zucker- 
ldsung bei einem Versuche mit etiolierten Gerstenkeimlingen 
war eine Zunahme des Eiweifstickstoffs nicht wahrnehmbar. 
Fir die Umwandlung von Nitraten ist hohe Temperatur und 
Gegenwart von Zucker unerlaBlich, widrigenfalls sie als solche 
eine Zeitlang in den Pflanzen aufgespeichert werden. Der Befund 
Zaleskis wurde durch Versuche von N. Prianischnikoff?) 
bestatigt. 

Kosutany*) sagt: «Wiahrend die Rohstoffe der Eiweib- 
bereitung am Tage in gréferer Menge von den Pflanzen auf- 
genommen werden, als in der Nacht, werden dieselben Stoffe 
in der Nacht anscheinend in griSerer Menge in Eiweif um- 
gewandelt als am Tage. In der Nacht ist der Gehalt an 
Gesamt-N gréfer als am Tage». Aus den Versuchen von Frau 
B. Iwanowska‘) geht wieder hervor, daf} allerdings die Assi- 
milation von erheblicher Bedeutung fiir die Regeneration der 
Eiweifkérper ist, doch scheint noch ein direkter EinfluB des 
Lichtes auf die Regeneration zu bestehen. Der Abbau des 


1) Suzuki, Bull. Coll. Agric. Tokyo, Vol. 2, p. 409; Vol. 3, p. 241. 
*) Prianischnikoff, C., 1900, I, S. 352; 1899, II, S. 57. 

3) Kosutany, C., 1897, I, S. 107. 

*) Iwanowska, Bull. Acad. Scienc. Cracovie, 1903. 
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Pflanzeneiweibes ist im Dunkeln genau der gleiche wie im 
Lichte. 
Sleskin') konnte wieder nachweisen, da’ den Wurzeln 
nur eine adsorptive, keine assimilatorische Wirkung zukommt. 
Kuler?) schreibt nun in seinem Buche «Grundlagen und 
Ergebnisse der Pflanzenchemie»: «Man ist nicht gezwungen, 
anzunehmen, daf} zur Reduktion der Salpetersaiure die ver- 
brauchte Energie den Sonnenstrahlen entnommen wird, denn 
ein Uberschu8 von chemischer Energie kann durch eine quantitativ 
entsprechende Oxydation von Kohlenstoff und Wasserstoff ge- 
wonnen werden. Durch die Versuche von Zaleski und Suzuki 
ist nunmehr aufer Zweifel gestellt, dafi die eigentliche Nitrat- 
assimilation griiner Pflanzenteile kein photochemischer Vorgang 
ist. Nitrate kénnen auch bei absoluter Dunkelheit zur Eiweif- 
bildung beitragen, vorausgesetzt, dafi die zu dieser Synthese 
erforderlichen Kohlenhydrate zur Verfiigung stehen.» Er kommt 
nun zu dem Schluf, daf die Schimpersche Hypothese nur 
teilweise angenommen werden kénne; nur die schlieBflich zum 
Eiweifi fiihrenden Kondensationen seien vom Licht direkt ab- 
hingig, nicht aber die Reduktion der Nitrate bezw. Nitrite. 
OQ. Baudisch§’) spricht in seinen Arbeiten die Ansicht 
aus, dais die KiweiBbildung aus Nitraten im Dunkeln bei grofem 
Uberschuf an Kohlenhydraten noch kein Beweis sei, der Nitrat- 
assimilation der belichteten griinen Pflanzen den photochemischen 
Charakter abzusprechen. Da die Pflanze bekanntlich ein aus- 
gezeichnetes AnpassungsvermOégen besitzt, kénnen bei Licht- 
abschluf durch intramolekulare Atmung des Zuckers oder durch 
abnormale chemische Prozesse die Nitrate reduziert und Eiweil 
aufgebaut werden. ; 
Damit der Stickstoff der Nitrate bei der EiweiBbildung 
Verwendung finden kann, muf die Salpetersaéure zuerst redu- 
ziert werden — dariiber kann ein Zweifel kaum bestehen. In 
1) Sleskin, Russ. Journ. f. exper. Landw., Bd. 9 (1908), S. 22. 
?) Euler, Grundl. u. Ergebnisse d. Pflanzenchem., 1910, S. 131. 
*) O. Baudisch, 1.B., Bd. 44 (1911), S. 1009; 2. Berichte d. Sitzung 
der Schweiz. Naturforschergesellschaft, Solothurn 1911; 3. Zentralbl. fiir 
Bakt., Parasit. u. Infekt., Bd. 32 (1912), S. 511. 

















Photochemische Studien zur Nitrat- und Nitritassimilation. 183 


welcher Weise aber in den Pflanzen diese Reduktion erfolgt, 
dariiber herrschen die verschiedenartigsten Ansichten. 

Viktor Meyer und E. Schulze!) haben die Frage auf- 
geworfen, ob etwa die Salpetersiure in den Pflanzen zuerst 
zu Hydroxylamin reduziert werde, und ob dieser durch grobe 
Verbindungsfihigkeit ausgezeichnete Stoff spiiter mit organischen 
Komplexen sich vereinige; doch konnten sie bei der Unter- 
suchung von Pflanzen keine Tatsachen finden, die zur Stiitze 
einer dahingehenden Annahme dienten. 

A. Gautier?) hat darauf aufmerksam gemacht, dab die 
Salpetersiure durch Formaldehyd zu Cyanwasserstoffsiure re- 
duziert werden kann und zwar nach folgender Gleichung: 

2 HNO, +- 5 CH,O = 2 HCN + 3 CO, -+ 5 H,0O. 

Wenn nun in den chlorophylhaltigen Zellen im Assimi- 
lationsprozeh gemib der von A. Baeyer aufgestellten Hypo- 
these Formaldehyd als Zwischenprodukt entsteht, so wiirden 
in diesen Zellen die Bedingungen ftir die Reduktion der Sal- 
petersiure gegeben sein. Schon A. Herbert®*) teilte mit, dah 
die Destillate, die man beim Erhitzen frischer Pflanzenteile mit 
verdiinnter Weinsaurelisung erhalt, hin und wieder Cyanwasser- 
stoffsiiure enthalten (die griinen Teile von Aquilegia vulgaris 
lieferten z. B. auf diesem Wege pro 100 g Pflanzensubstanz 
1—10 mg HCN). Spiater ist noch in manchen andern Pflanzen 
Cyanwasserstoffsiure gefunden worden.*) Welche Bedeutung 
diesen Beobachtungen in pflanzenphysiologischer Hinsicht zu- 
kommt, ist von Treub,®) welcher HCN in Panigum edule fand, 
dargelegt worden. Er macht darauf aufmerksam, dafi HCN in 
den Pflanzen «maskiert», d. h. in einer Verbindungsform, in 
der sie sich nicht direkt nachweisen lift, vorhanden sein kann. 
Wenn der in belichteten Blattern entstehende Formaldehyd auf 
die Salpetersdure reduzierend im obigen Sinne wirkt, dann 

1) V. Meyer und E. Schulze, B., Bd. 17, S. 1554. 

*) A. Gautier, Lecons de Chimie biologique, 2¢ édition, Paris 1897. 

3) A. Herbert, Annales agronom., Bd. 24, S. 26. 

*) Vel. d. Zusammenstellung in Czapeks Biochemie, Bd. 2, 5. 199 
und 257. 

5) Treub, Ann. du Jardin Botanique de Buitenzorg, 2¢ série, Vol. 4 


p. 86—147. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXIX. 13 
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kénnte eine Vermehrung oder Verminderung der Lichtwirkune 
eine Veriinderung im Gehalt der Blatter an Cyanwasserstoff- 
siure zur Folge haben. Dies war aber in Treubs Versuchen 
nicht der Fall, denn ein Einflu{ der Veriinderung der Licht- 
stiirke machte sich erst am folgenden Tage bemerkbar und 
es hatte den Anschein, als ob der Zucker (Glukose) der Aus- 
gangspunkt fiir die Produktion von Cyanwasserstoffsiiure wiire. 

Hartwig Franzen}) hat diese Treubsche Hypothese 
noch weiter ausgebaut und glaubt, daf der zur Bildung des 
Alanins im Sinne der Streckerschen Synthese notwendige 
Acetaldehyd in den Pflanzen aus der zuerst entstehenden Apfel- 
siiure in der Weise entsteht, daB diese tiber Malonsiiurealdehyd 
in Acetaldehyd und Kohlensiiure zerfallt. Fir eine andere 
Gruppe von Aminosiauren stellt er Aceton als Stammkorper 
auf. Aceton soll in der Pflanze dadurch entstehen, daf Citronen- 
siiure unter dem EinfluB des Lichtes Ameisensiéure abspaltet 
und dabei in Acetondicarbonsaure tibergeht. Die Acetondicar- 
bonsiure spaltet nun wieder durch Lichteinwirkung ein Mole- 
kiil Kohlensiiure ab und gibt nun die Acetonmonocarbonsiiure, 
die weiter in Aceton und Kohlensaure zerfiallt. 

Erlenmeyer und Kunlin?) haben gefunden, daf aus 
Ketonsiiuren und Ammoniak Aminosiiuren entstehen; so bildet 
sich z. B. aus Glyoxylsiure durch Einwirkung von Ammoniak 
Aminoessigsiiure. Die a-Ketonsaéuren, die den Aminoséuren 
alsdann zugrunde liegen miifiten, sind in den Pflanzen noch 
nicht nachgewiesen worden. 

O. Loew’) hat gezeigt, dab Nitrate durch Platinmohr 
bis zu Ammoniak reduziert werden kénnen; bei Gegenwart 
von Glukose und Alkali bei einer Temperatur von ca. 60°. 

J. H. Kastle und Elias Elvove*) erhielten dasselbe 
Resultat mit Silberpulver und bestreiten daher die Aktivierung 


1) H. Franzen, Sitzungsber. d. Heidelb. Akad. d. Wissenschaften, 
Abhandlung 9, 1910. 

*) Erlenmeyer und Kunlin, B., Bd. 35, II, S. 2438; A., Bd. 307. 
S. 150. 

5) Loew, B., Bd. 23, S. 675. 

*) Kastle und Elvove, Amer. Chem. Journ., Bd. 31, S. 606. 
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durch Platinmohr. Loew!) stellt aber auf Grund seiner Ver- 
suche die Ansicht auf, daf die Reduktion der Nitrate in den 
Pflanzen nicht durch das Sonnenlicht, sondern durch Glukose 
unter dem katalytischen EinfluB des lebenden Protoplasmas 
bewirkt wird. Die Eiweifkoérper?) sollen sich in den Pflanzen 
aus Asparaginsiiurealdehyd bilden, indem 3 Molekiile dieses 
Aldehyds sich zu einem intermediiren Produkt von der Formel 
C,,H,,N,O, kondensieren und 6 Molekiile dieses Zwischen- 
produktes unter Aufnahme von Schwefelwasserstoff zu dem 
einfachsten Eiweifikérper von der Formel C,,H,,,.N,,50, sich 
vereinigen. 

QO. Baudisch*) konnte zeigen, dab, ebenso wie Nitrate 
im Lichte bei gleichzeitigem Ubergang in Nitrite, auch die 
Nitrite unter denselben Bedingungen Sauerstoff abspalten und 
zu Nitroxylkalium‘) reduziert werden. Die intermediiire Bildung 
von NOK wurde dadurch kenntlich gemacht, daf man die 
Nitritl6sungen unter Zusatz von Formaldehyd, noch besser von 
Methylalkohol belichtet, wobei die gebildete Formhydroxam- 
siiure als Kupfersalz isoliert und identifiziert werden konnte. In 
belichteten methylalkoholischen resp. formaldehydischen Nitrit- 
losungen entsteht gleichzeitig Kaliumcarbonat, die L6snng wird 
alkalisch und Formaldehyd wird durch den frei werdenden 
Sauerstoff zu Wasserstoff und Ameisensiure verbrannt. 

Stoklasa und Zdobnicky®*) fanden, dal die Reduktion 
der Kohlensaéure durch Lichtenergie und die Bildung von Zucker 
auBerhalb der Pflanze nur dann vor sich geht, wenn Alkali 
und naszierender Wasserstoff gegenwirtig sind. Baudisch 
vermutlet nun, dafi die Nitrat- bezw. Nitrit- und die Kohlen- 
sdiureassimilation zwei ineinandergreifende — gekoppelte — licht- 
chemische Prozesse sind. Die Analogie ist auch ersichtlich, 


') Loew, C., 1890, I, S. 82, 900, 944; C., 1896, 1, S. 44: Chemiker- 
Ztg., 1912; Biochem. Zeitschr., 1912. 

*) Loew, Bull. Coll. Agric. Tokyo, Vol. 2, 1897. 

*) Baudisch, Zentralblatt f. Bakt., Parasit. u. Infekt., Bd. 32, 
(i912), S. 511. 

*) Angeli-Arndt, «Sauerstoffhaltige Verbindungen des Stickstoffs>. 

*) Stoklasa und Zdobnicky. Biochem. Zeitschrift, Bd. 30 (1911), 
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wenn man die Kohlenséure und die Nitratreduktion folgender- 
maben formuliert: 


CO,H, = (CH,0)O, 4g \ + 0: 
H 


0 
NO,H = (NHO)O, ——-> n¢é 4% 
H 


Als erstes Assimilationsprodukt der Nitratassimilation des 
Pflanzenorganismus betrachtet er die Gruppe NOH. Das erste 
Assimilationsprodukt der Kohlensaure, d. i. der Formaldehyd 
und das erste Assimilationsprodukt des Nitratstickstoffes, d. i. 
das Nitrosyl, k6nnen nun miteinander wie folgt in Reaktion treten: 


| fp? = HL Jou 
H Xe + NOH = C 
H H” No 
Nitrosomethylalkohol 
H,C = NOOH 
Pe 1 + Acinitromethan 
H’ ‘no <— v! NOH 
Nitrosomethylalkohol H—-C7 
NOH 
Formhydroxamsiaure. 


Aus tibereinstimmenden Reaktionen (Konowaloffsche 
Reaktion, Nachweis von Formhydroxamsaure, Bildung von Stick- 
oxydul, Wasserstoff, Kohlensaéure und Kohlenoxyd) einer be- 
lichteten formaldehydischen Kaliumnitrit- und einer formal- 
dehydischen Nitromethanlésung kann man schlieBen, da in 
einer formaldehydischen Kaliumnitritl6sung beim Belichten inter- 
mediar Acinitromethan entsteht. Acinitromethan ist nun ein 
iiberaus reaktionsfahiger Korper und liefert verschiedene orga- 
nische Stickstoffverbindungen, die in der Pflanze fiir die Synthese 
von Eiweifikérpern leicht Verwendung finden konnten. 

Nach Henry!) reagiert Nitromethan mit Formaldehyd 
unter Bildung von Isonitrobutylglycerin: 

CH,OH, /CHLOH 
CH,OH” NO, 


') Henry, C. r., T. 120, p. 1266; T. 121, p. 216. 
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Piloty') zeigte nun, daB das Isonitrobutylglycerin durch 
schwache Reduktion und nachherige Oxydation leicht in Dioxy- 
acetonoxim tbergefiihrt werden kann. Die Reaktion verliuft 

folgendermafen : 
CH,OH. —_.CH,OH 


CH,OH CH,OH 


ie 


(: schw. Redukt. \cZ7 
CH,OH% NO, 


—_——--} CH,OH~ ’NNHOH 


schw. Oxydation CH,OH 


nm : = NOH ++ CH,OH. 


CH,OHZ ; 

Die Bildung von Dioxyacetonoxim aus Isonitrobutylglycerin 
wire auch in den Pflanzen mdglich, da ja bekanntlich ab- 
wechselnde Reduktions- und Oxydationsvorgange bei physio- 
logisch-chemischen Prozessen eine wichtige Rolle spielen. 

Sowohl das Isonitrobutylglycerin, als auch das Dioxy- 
acetonoxim kénnen aber in Gegenwart von Kaliumnitrit und 
Licht weitere Veriinderungen erleiden, indem die Methylolgruppen 
in bekannter Weise reagieren, z. B. 


KNO, <-> KNO + 0 


0 
oF 
CH,OH, /&, + H,0 


CH,OH’ NO, 


Ea RB of Da sarge POR 


} [ 
CH,OH, o/ HOH 4 9 


CH,OH” NO, il 


0 OK 
CH,OF G ,( 
HOH CQ 4+ NOK = CH,OH. CHE 
JE ae Je NO 
CH,OH7 “NO, CH,OH% NO, 


CH,OH , NOOK CH,OH 


> 


“See Sc—c 
CH,OH’ | “SH CHOH% | = OH 
NO, NO, 
J. Il. 
Die Verbindung | sollte nun gemaéf der Henryschen 
Synthese, die aussagt, dab so viele Methylolgruppen als Wasser- 
stoffe am gleichen Kohlenstoffatom wie die Nitrogruppe haften, 


eingefiihrt werden kénnen, mit Formaldehyd im folgenden Sinne 





reagieren : 
CHOH. == NOOK = CH,OH CH OH 
ports “f 2CH,O —— f C 
CH,OH’ | SH CH,OH ’ NCH,OH 
NO, NO, NO, 


II. 
1) Piloty, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 30, 5S. 1656. 
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Nimmt man in der Verbindung III analog der Pilotyschen 
Reaktion bei Isonitrobutylglycerin eine Abspaltung von Methyl- 
alkohol an, so wiirde folgende Verbindung gebildet werden: 

CHOW, (HTH 
CH,OH | 
NO, NOH 

Die Verbindung IV enthalt schon das Kohlenstoffskelett 
der i-Aminovaleriansiiure. Durch Reduktion der Nitro- und der 
Oximgruppe miissen die entsprechenden Aminokorper entstehen. 
Es lassen sich nun nach Baudisch mit Hilfe der drei Haupt- 
reaktionen 

1. Bildung einer Aci-nitrogruppe aus einer Methylolgruppe 
aus Nitrat bezw. Nitrit durch Lichtenergie, 

2. Einwirkung von Formaldehyd auf die gebildete Aci- 
nitroverbindung im Sinne der Henrischen Synthese 

3. und Abspaltung von Methylalkohol analog der Bildung 
von Dioxyacetonoxim aus Isonitrobutylglycerin nach Piloty, sich 
siimtliche Kohlenstoffskelette der bekannten Aminosauren, aus- 
genommen der ringformigen (Histidin, Prolin, und Tryptophan) 
darstellen. Die Bildung von hochmolekularen stickstoffreichen 
Verbindungen in den Pflanzen kann man sich tiberhaupt so vor- 
stellen, dafi die aus Nitromethan und Formaldehyd im Isonitro- 
butylglycerin entstehenden Methylolgruppen immer wieder mit 
Kaliumnitrit in der oben angegebenen Weise und gleichzeitig 
mit Formaldehyd im Sinne der Henryschen Synthese reagieren. 

Auch fiir die Ammoniak (Ammonium)-Assimilation ist 
Baudischs Hypothese der Bildung von Vorstufen der Eiweib- 
korper in den Pflanzen anwendbar, dennSchoénbein’) hat schon 
die Existenz oxydierender Enzyme in den Pflanzen angenommen, 
wihrend durch die Arbeiten von Bach und Chodat?) und 
andern Forschern die Anwesenheit von Peroxyd-Sauerstoff im 
Pflanzenorganismus mit Sicherheit erbracht worden ist. Die 
Oxydation des Ammoniaks zu Acinitromethan in Gegenwart von 
Formaldehyd kénnte auch ein lichtchemischer Prozef sein, da 
bekanntlich Wasser durch ultraviolettes Licht zu Wasserstoff- 


IV. 


') Schénbein, Pogg. Ann., Bd. 47 (1846), S. 97, 233. 
*) Bach und Chodat, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 38 u. ff. 
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superoxyd oxydiert wird, welches letzteres wieder in Wasser 
und aktiven Sauerstoff zerfallt. Die Hypothese von Baudisch 
ist rein als Arbeitshypothese gedacht und kann deshalb nur 
voribergehende Bedeutung haben. 

A. Benrath') fand, da alle aliphatischen Sauren bei 
der Oxydation mit Salpeterséure Aldehyde und Ketone und 
zuletzt Formaldehyd geben. Aus der Rotfiirbung der eisenhaltigen 
Losungen konnte er auferdem entnehmen, dal} die bei der 
Oxydation enstehenden Aldehyde im Sinne der von O. Baudisch 
aufgefundenen Reaktion in Hydroxamséure verwandelt werden. 
Ferner schreibt Benrath in seinem Lehrbuch der Photochemie?) 
«wenn auch die Bildung von Hydroxamsiiuren durch Licht be- 
schleunigt wird, so ist sie doch nicht daran gebunden, denn 
auch nach dem Behandeln von verdiinnter Salpetersaéure mit 
Aldehyden im Dunkeln ist in Gegenwart von Ferrisalz die 
kirschrote Farbung des hydroxamsauren Eisens erkennbar. Da 
aber Aldehyde erst bei der photochemischen Oxydation der 
Pflanzensaéuren entstehen, so ist das Licht zur Bildung der 
Hydroxamsiuren von gréfter Bedeutung. » 

in neuester Zeit wurde von E. Winterstein und G. Trier*) 
eine Hypothese aufgestellt, wonach der bei der Kohlensaure- 
reduktion gebildete Formaldehyd zunachst zu Glykolaldehyd 
kondensiert wird und dieser sich im Sinne der Canizzaroschen 
Reaktion in Glykol und Glykolséure verwandelt. Diese Ver- 
bindungen kondensieren sich mit Ammoniak unter Bildung von 
Aminoathylalkohol und Aminoessigsiiure. Spiter hat Trier,*) 
um die Bildung der Monoaminverbindung erklaren zu kOnnen, 
angenommen, dal} das Glykol zuerst mit einer gepaarten Phosphor- 
sdure in Verbindung tritt. Die Bildung des Aminoiithylalkohols- 
denkt er sich innerhalb des Lecithinmolekiils oder doch inner- 
halb von Phosphorséureester und daf dann der Aminoithyl- 
alkohol in methylierter Form (als Cholin) wieder austritt. 


") Benrath, J. f. pr. Ch., 1911, S. 324. 

7) Benrath, Lehrbuch d. Photochemie, Heidelberg 1912. 

5) E. Winterstein und G. Trier, «Die Alkaloide» (1910). 

‘) Trier, Uber einfache Pflanzenbasen und ihre Beziehungen zum 
Aufbau der Eiweifistoffe und Lecithine, 1912. 
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Walther L6Ob!) sebreibt in seinem Aufsatze «Die kiinstliche 
Kohlenséure- und Stickstoffassimilation» : «Man hat vielfach der 
Ansicht Ausdruck gegeben, da zeitlich zuerst in der Pflanze 
die Assimilation der Kohlenséure zu den Zuckerarten eintritt 
und dali der Stickstoff oder das Ammoniak erst in eine Phase 
des Zuckeraufbaues eingreife. Durch die Versuche unter den 
kiinstlichen Verhiltnissen hat sich die Méglichkeit eines anderen 
natiirlichen Weges ergeben, der die Stickstoffassimilation nicht 
als Folge, sondern als einen Parallelvorgang der Kohlensiiure- 
assimilation erscheinen liBt.» Losanitsch und Jovitschitsch 
erhielten aus Kohlenoxyd undAmmoniak Formamid, eine Reaktion, 
die vor kurzem von Berthelot und Gaudechon mit Hilfe von 
ultraviolettem Lichte ausgefiihrt wurde. Lob gelang es durch 
Behandlung wiassriger Formamidlésungen mit der Glimment- 
ladung tiber die Oxaminoséure Glykokoll zu erhalten. Zu dem- 
selben Resultate gelangte er bei dem Versuche, Kohlenoxyd 
und Ammoniak in Gasform bei Gegenwart von Wasser zu ver- 
einigen. Dieser kiinstliche Versuch fiihrt also von Kohlenoxyd, 
Ammoniak und Wasser tiber das Formamid zum Glykokoll. 

Durch dieses Ergebnis erhilt die Hypothese von Baudisch 
noch eine neue Stiitze; denn die im Licht gebildeten Hydroxam- 
siiuren bezw. Acinitrokérper reduzieren sich durch Bestrahlung 
zu Aldoximen und diese wiederum lagern sich in Saéureamide 
um und letztere mégen sich wohl nach dem LObschen Ver- 
suche in Aminosiiuren umwandeln. Nur ist Baudisch nicht 
gezwungen, eine vorherige Reduktion des Nitratstickstoffes bis 
zu Ammoniak anzunehmen. 


Experimenteller Teil. 


Als erstes Reduktionsprodukt der Nitratassimilation in den 
Pflanzen betrachtet man die Nitritbildung. Nitrite in Pflanzen- 


siiften haben u. a. nachgewiesen: 
P. Genadius,?) K. Aso: in Knospen von Sagittiva,*) 


'} Umschau, 1913, 5. 200. 
*) P. Genadius, Americ. Chemist., Bd. 5 (1874). 
3) K. Aso, C., 1903, II, S. 1249. 
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H. Molisch,!) F. Wehnizen: in Erythrina L.,?) Mazé hat 
die frischen Pflanzensifte mit den gleichen Volumen 95 pro- 
zentigen Alkohols versetzt, filtriert, hierauf im Vakuum von 
Alkohol befreit und dann durch Chamberlandfilter filtriert. Nach 
einigen Tagen erhielt er Reaktionen auf salpetrige Séure.? ) 

Was die chemische Seite der Nitratreduktion anbelangt, 
so kann diese Reduktion durch die verschiedenartigsten Rea- 
gentien bewirkt werden und man erhiilt auch dementsprechend 
verschiedene {ndprodukte. 

Aus wiisserigen Lisungen von Nitraten entstehen Nitrite 
bei der Elektrolyse am negativen Pol; beim Umriihren mit einem 
Cadmium- oder Zinkstabe; beim Eintragen von K, Na, Pb oder 
Zn, nicht aber von Fe, Al oder Sn.*). 

De Wilde®) hatte gefunden, dafi bei der Kinwirkung von 
Natriumamalgan auf Alkalinitratl6sung kein Wasserstoffgas ent- 
weicht, sondern ein Gas, das aus ca. 40°/o N und 60°/o O besteht. 

Maumené®) wollte bei diesem Prozesse einen K6rper 
erhalten haben, welcher mit AgNO, die Verbindung AgNO liefern 
sollte. 

Frémy‘) erhielt zunaéchst Nitrite und bei weiterer EKin- 
wirkung Hydroxylamin, Stickstoff und Stickoxydul. 

E. Divers*) beobachtete, daf die durch Natriumamalgam 
reduzierte Nitratlosung nach Neutralisation mit Essigséure, mit 
Silbernitrat einen gelben Niederschlag gibt, der nahezu die Zu- 
sammensetzung NOAg besitzt, und seine Angaben wurden spiiter 
vollig bestatigt. 

W. Zorn®) erhalt durch Reduktion von NaNO, oder NaNO, 
mit frisch gefalltem EKisenoxydulhydrat H,N,O, unter starker 





') H. Molisch, M. f. Chemie (1887), Bd. 95, S. 221. 

2) F. Wehnizen, C., 1907, II, S. 1751. 

3) Mazé, C., 1911, II, S. 221 und 1043. 

*) Schénbein, J. f. pr. Ch., Bd. 88, S. 460 und 105, 206. 

5) De Wilde, Bull. de Acad. Roy. de Belg. (2), 1863, Bd. 25, 
S. 560. 

6) Maumené, C. r., Bd. 70, S. 149. 

7) Frémy, C. r., Bd. 66, S. 1207. 

8) E. Divers, Lond. A. Soc. Proc., Bd. 19, S. 425, 

*) W. Zorn, B., Bd. 15, S. 1280. 








192 Oskar Baudisch und Erwin Mayer, 


Erwarmung und Entstehung von Ammoniak-Stickstoff und reich- 
lichen Mengen Stickoxydul. 

Lossen') und A. Tereil?) erhielten durch Reduktion der 
Salpetersiure mit naszierendem Wasserstoff niedrigere Oxy- 
dationsstufen, unter geeigneten Umstiinden Hydroxylamin und 
als Endprodukt Ammoniak. 

Schénbein®) erhielt durch lingere Beriihrung einer Kalium- 
nitratlosung mit Wasserstoffgas Nitrit. Ferner stellte er fest, 
daf alle Pflanzenmaterien, welche H,O, zu katalysieren vermégen, 
auch Nitrate reduzieren. Anwesenheit von Blausiiure wirkt auf 
letzteren ProzefB hemmend. 

Schlosing*) konstatierte Nitritreduktion bei der Fiiulnis 
und bei der Milchséuregirung. 

Auf Nitrate wirken nach Schénbein und Schiir®) redu- 
zierend Albuminate, Leim, Stiirke, Milch- und Traubenzucker, 
Harn, Bierhefe, Schwamme, Pilze, Blutkérperchen, gewisse 
Materien des Pflanzensamens und pathologische Produkte. 

Man braucht nur die genannten Substanzen mit gelostem 
KNO., zusammenzubringen und das Gemenge bei gewohnlicher 
Temperatur sich selbst zu tberlassen und man wird finden, 
dafi nach ‘Tagen oder Wochen eine solche Nitratlosung an- 
gesiiuerten JK-Stirkekleister auf das tiefste bléut und die ander- 
weitigen Nitritreaktionen hervorbringt. Gewifi muf man die 
Resultate seiner Arbeiten mit dem Vorbehalt annehmen, daf 
bei der langen Versuchsdauer in eiweifhaltigen und kohlen- 
hydrathaltigen L6sungen die Mitwirkungen von reduzierenden 
Bakterien nicht ausgeschlossen ist. 

A. Vogelsohn®) ist es aber gelungen, die Nitritbildung 
durch Traubenzucker bei Anwesenheit von Chloroform und sogar 
in einer kurzen Zeit bei alkalischer Reaktion nachzuweisen. 


') Lossen, J. f. pr. Ch. (1865), Bd. 96, 462. 

2) A. Tereil, J. f. pr. Ch., Bd. 100, S. 477. 

8) Schénbein, J. f. pr. Ch., Bd. 80, S. 207. 

*) Schlésing, J. B., 1868, S. 63. 

°) Sehénbein und Schiir, Pharm. Einvierteljahrschrift, Bd. 18, 
S. 502. 


6) A. Vogelsohn, J. D., Bern 1907. 
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A. Joannis!) will durch Einwirkung von Stickoxyd auf 
Losungen von Kalium- oder Natriumammonium in fliissigem 
Ammoniak bei etwa — 70° C. KNO bezw. NaNO erhalten 
haben. 

LaBbt man nach Kippenberger?) auf verdiinnte Nitrat- 
losungen Mg, Al oder Zn einwirken, so bildet sich unter Reduktion 
von Nitrat Wasserstoff, welcher weitere Mengen Nitrat zu Nitrit 
reduziert. Aus letzterem bildet sich dann Hydroxylamin und 
schlieBlich Ammoniak. 

EKinen sehr merkwiirdigen Fall chemischer Indifferenz 
findet Berthelot*) zwischen Wasserstoff und Salpetersiiure. 
Es findet keinerlei merkliche Wechselwirkung statt, selbst bei 
Temperaturen, bei welchen die Salpetersiiure sich von selbst 
zersetzt, wird der entbundene Sauerstoff neben dem urspriinglich 
vorhandenen unverdnderten Wasserstoff in gleicher Quantitiat, 
wie bei Abwesenheit des letzteren gefunden. Die Entwickelung 
von Sauerstoff findet bei 100° oder in der Kiilte durch Licht statt. 

St. Cooke*) beobachtete, dafB bei Gegenwart von fein 
verteiltem Platin, das auf einem Platinblech elektrolytisch nieder- 
geschlagen war, konzentrierte HNO, rasch durch Wasserstoff, 
verdiinnte langsam reduziert wurde. Erstere gibt fast aus- 
schlieBlich salpetrige Séure, letztere auch Ammoniak und zwar 
um so mehr, je verdiinnter sie ist. Nitrate werden gleichfalls 
durch den auf Pt okkludierten Wasserstoff rasch reduziert. 

Boguski?*) fand, da® Natriumnitrit durch elektrolytisches 
Knallgas teilweise zu Ammoniak reduziert wird. 

Rud. Ihle®) beobachtete bei der Elektrolyse von Salpeter- 
siure Bildung von Ammoniak. 

L. Vanino’) erhielt beim Behandeln von konzentrierter 
Salpetersiure mit Formaldehyd eine reichliche Menge Unter- 


1) A. Joannis, C. r., Bd, 118, 713. 

*) Kippenberger, C., 1895, Il, S. 434. 

3) Berthelot, C. r., Bd. 127 (1898), S. 27. 

4) St. Cooke, Chem. N., Bd. 58, S. 103; J. B. (1888), S. 462. 
5) Boguski, J. russ. phys.-chem. Ges., Bd. 31, S. 552. 

6) Rud. Ihle, C., 1896, If S. 1257. 

7) L. Vanino, B., Bd. 32, S. 1392. 
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salpetersiure. Chlorwasser verzOgert die Reaktion sehr stark. 
Wasserstoffsuperoxyd scheint sie vollig zu verhindern. 

Nach Ponzio!) liefern aliphatische Aldehyde allgemein mit 
Salpetersiiure: Fettsiuren, Hydroxylamin und_ Dinitrokohlen- 
vasserstofle. Primiir sollen Isonitrosoaldehyde entstehen, welche 
sich dann einerseits in den entsprechenden Ketoaldehyd und 
Hydroxylamin und anderseits in Dinitroketoaldehyd umwandeln, 
die ihrerseits wieder in Fettséuren tibergehen. 

Uber die Zersetzung der Nitrate durch Bakterien haben 
unter anderm gearbeitet: Phipson,?) Heréus,*) Gayon und 
Dupetit,4) Severin,®) Richard und Rolfs,®) Stoklasa und 
Vitek.*) In allen Fiéillen trat eine Reduktion zu Nitrit ein, 
dagegen eine weitergehende, bis zu Ammoniak, nur in einigen 
Fallen. 

In einer Reihe von Arbeiten haben O. Schreiner und 
M. Sullivan’) nachgewiesen, das Weizenkeimpflanzen Nitrate 
zu Nitriten, Natriumselenit zu Se reduzieren. Die Reduktions- 
wirkung wird gehemmt durch Sauren, Alkalien, giftige, or- 
ganische Stoffe. Schwach saure Reaktion und Licht wirken 
befordernd. Verfasser nehmen an, dal} diese Reduktion auf 
der Wirkung gewisser, noch unbestimmter nicht enzymatischer 
Korper_ beruhe. 

Als Reaktionsprodukt der Einwirkung von Stannochlorid 
auf Nitrite erhielten Angeli und Angelico®) eine Fliissigkeit, 
welche, mit Aldehyd behandelt, die Reaktion der Hydroxam- 
siiuren aufweist. Ebenso verhalten sich in Wasser ldsliche 
Aldehyde und Natriumnitrit und verdiinnte H,SO,. Fir den 
Reduktionsvorgang stellen sie folgende Gleichungen auf: 


') Ponzio, Gazz. chim., Bd, 26, I, S. 423. 

*) Phipson, Chem. News, Bd. 34, 8. 33. 

‘) Heriius, Dissert. Berlin 1886. 

‘) Gayon und Dupetit, C. r., Bd. 95, S. 664 und 1365. 

) Severin, C., 1909, I, S. 931. 

6) Richard und Rolfs, C., 1897, I, S. 424.. 

7) Stoklasa und Vitek, C., 1901, I, S. 1111. 

‘) O. Schreiner und M. Sullivan, Botanical Gaz., 1911, Bd. 51, 
S. 121. 

*) Angeli und Angelico, R.A. d.L. R., Bd. 5, S. 83. 
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8) 
R—C% + ON(OH), = R- COOH -+- N(OH), 
‘H 
+ N(OH), = +- NH(OH), 
+- NH(OH), = » - NH,OH 
+ NH,OH = -+ NH. 


Bach') reduzierte Nitrate durch das System Perhydrase- 
Aldehyd-Wasser zu Nitriten. Neben dieser Reduktion geht eine 
Zerstorung der gebildeten Nitrite vor sich. Formaldehyd gibt 
bei weitem giinstigere Resultate als Acetaldehyd. 

Bach erhielt,?) als er Salpetersiiure mit Formaldehyd bei 
80° C behandelte, CO,, NO, N,O, N und Methylnitrit. Im 
Destillat: CH,O, HCOOH und CH,OH. 

Riickstand: polymerisiertes Trioxymethylen. Die Ein- 
wirkung von Formaldehyd auf Salpetersiure bei Gegenwart 
von HgCl, ergab Formamid. 

Schon Scheele fand,*) dab konzentrierte Salpetersiure 
im Lichte in Untersalpetersiure und Sauerstoff zerfallt. 

Hermann Thiele*) lieBb ultraviolettes Licht auf !/10-n- 
KaliumnitratlOsung einwirken. Schon 1 Tropfen der belichteten 
Losung auf ein Reagenzrohr Wasser gibt mit Jodkaliumstiirke 
in saurer LOsung sofort intensive Blaéuung. Mit Kaliumperman- 
ganat titriert ergab 24 mg N,O, auf 100ccm der belichteten 
Flussigkeit. 

Erst nach Vollendung vorliegender Arbeit wurde uns 
E. Laurents «Reduktion der Nitrate im Sonnenlicht>» *) bekannt. 
Wird nimlich eine sterilisierte L6sung von reinem Kaliumnitrat 
langere Zeit dem direkten Sonnenlichte ausgesetzt, so labt sich 
die Gegenwart von Nitrit nachweisen, wiihrend Proben derselben 
Lésung, die im Dunkeln aufbewahrt wurden, keine Reaktion 
auf Nitrit ergaben. Das Wasser, welches zur Losung des Nitrats 
gedient hatte, gab weder unbelichtet noch belichtet Reaktionen 
auf Nitrit. Bei einem weiteren Versuche wurde in mehreren 


‘) Bach, Biochemische Zeitschrift, Bd. 33 (1911), 5. 282. 


*) Bach, C. r., Bd. 122, S. 1499. 

2) Vel. W. Vogel, Photochemie, IJ, S. 38. 

4) Hermann Thiele, B., Bd. 40, IV, S. 4119. 

5) EF. Laurent, Bull. d. l’Acad. roy. de scienc. d. Belg., (3), Bd. 21, 
5. 337. 
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Kolben nitritfreie Kaliumnitratl6sung durch Einkochen auf die 
Hiilfte des Volumens sterilisiert und dann die lang ausgezogenen 
Kolbenhiilse vor der Lampe zugeschmolzen. Eine Anzahl der 
Gefiifie, welche alle luftleer gekocht waren und die Erscheinung 
des Wasserhammers zeigten, wurden im Dunkeln aufbewahrt, 
die andern wiihrend 2 Monaten dem Sonnenlichte ausgesetzt. 
Sehr bald wurde in diesen das Geridiusch des Wasserhammers 
schwiacher wahrnehmbar und horte zuletzt ganz auf. Man konnte 
aus denselben nach Beendigung des Versuches ein Gas auspumpen, 
welches sich als vollig reiner Sauerstoff erwies. Die Lésung 
reagierte alkalisch und gab die Reaktionen der salpetrigsauren 
Salze. Die Dunkelversuche gaben weder Gas noch Nitrit. 
Fiir die folgenden Versuche wurde zur Erzeugung des 
ultravioletten Lichtes Quecksilberdampf-Quarzlampe von W. C. 
Heriius (220 Volt und 3—5 Ampére) verwendet. Die ver- 
wendeten Losungen wurden in Gefiifen aus durchsichtigem 
Quarzglase in einem Lampenabstande von 2-—7 cm belichtet. 
Ks wurde zuniichst anschlieBend an die Versuche Thieles 
eine "/20-KNO.,-LOsung mit der Quecksilberlampe belichtet. Kin- 
mal ohne Kitihlung, dann bei 10°, dann bei 0° C. In allen 
3 Fiillen war wiihrend der Belichtung Nitrit nachweisbar. Nach 
ca. 48" Belichtung war das Nitrit verschwunden und die Fliissig- 
keit zeigte folgende Reaktionen. 
AgNO,: weifer Niederschlag, beim Erhitzen schwarz werdend 


Fehlingsche Losung: reduziert 
Bambergers Reaktion: rotbraun 
Reaktion : aikalisch 


Analoge Resultate erhilt man bei Belichtung von Na-, Ca-, 
Al-, Mg-, Fe-nitratl6sungen: Nur bei Al,(NO,), kann man erst nach 
liingerer Belichtung Nitrit nachweisen und die Lésung reagiert 
sauer. KEbenso kann man die Bildung von Nitrit im Sonnen- 
lichte nachweisen, nur ist die Belichtungsdauer naturgeméf in 
diesem Falle grofer. 

Bei den Dunkelversuchen war kein Nitrit nachweisbar. 

Der bei dieser Reduktion frei werdende Sauerstoff konnte 
mit Jodkaliumstiirke und mit Aloin nachgewiesen werden. Eine 
farblose wiisserige L6sung von Kaliumnitrat und Jodkaliumstarke 





Photochemische Studien zur Nitrat- und Nitritassimilation. 197 


wird in einigen Sekunden tiefblau (Bildung von Jodstiirke). Um 
die Wirkung des Lichtes von verschiedener Wellenlinge auf 
die Sauerstoffabspaltung kennen zu lernen, wurde die Kalium- 
nitrat- und Kaliumjodidstaérke-Lésung ineinkleines Quarzréhrehen 
gebracht, das mittels eines Korkes in einem breiteren Quarz- 
gefiih zentrisch hing. In das diuBbere Gefif wurden die ver- 
schiedenen als Lichtfilter dienenden Fliissigkeiten gegeben. Der 
Abstand von der Lampe betrug etwa 3 cm. 

















Zeit in Sekunden 




















Filter ” ' 
_bis zur deutlichen Blaufirbung 
Dichloranthracendisulfonsaures Na . .; = 300” 
2-7-Anthrachinondisulfonsaures Na . . 840” noch keine Farbung 
ao ee a a ee ae ee Oe | 10‘ 
I eH, Ke EO 10” 

Filter Zeit Filter Zeit 
Jodkaliumlésung . . . .) 75” 25°/oige H,O,-Lésung . . | 300” 
Kolloidale Stiirkelédsung . 70” D°/o1ge > « «| 130% 
Formaldehyd. . cal oe p-Nitrosodimethylanilin . | 10” 
Methylalkohol . . . . .)| 20” Metylenblau ......{ 80” 
Schwache Eosinlésung .| 25” Citysoidi. . .«...+}| 9" 
Tetrabromiluorescin. . .) 15” Chininsulfat . . . . . .) 840” 


Die Kaliumnitrat-JodkaliumstarkelOsung in einem flachen 
Glasgefiiie dem zerstreuten Tageslichte ausgesetzt, wird inner- 
halb einer halben Stunde deutlich blau, wiihrend eine reine 
Jodkaliumstiirkelésung ohne Nitratzusatz, unter denselben Be- 
dingungen belichtet, vollstindig farblos bleibt. 

Die gelbe Losung von Kaliumnitrat und Aloin farbt sich 
den Strahlen der Quecksilberlampe ausgesetzt, in 10 Minuten 
deutlich rot. 

Kine wassrige LOsung von KNO, und Mn-acetat mit Queck- 
silberlicht oder Sonnenlicht bestrahlt, fiirbt sich rasch gelb und 
es tritt Braunsteinabscheidung auf. Mn-acetat in wisseriger 
Losung fiir sich allein belichtet, bleibt vollkommen klar. Analog 
verhalten sich die Lésungen von Na-, Ca-, Mg-, Al- und Fe-nitrat. 

Eine wasserige Lésung von Kaliumnitrit und Manganacetat 
mit Quecksilberlicht oder Sonnenlicht belichtet, wird gelb und 
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es scheidet sich Braunstein ab. Ebenso verhiilt sich eine wisserige 
Ca-nitritldsung. Eine wiisserige Silbernitritlésung, fiir sich allein 
belichtet, zeigt schon nach wenigen Minuten Silberausscheidung. 

Kine klare farblose Kaliumnitrit-Jodkaliumstaérke-Losung 
wird auch nach langerer Belichtung nicht blau geféirbt, hin- 
gegen tritt ein intensiver Jodoformgeruch auf. 

Belichtet man eine verdiinnte wiasserige LOsung von Kalium- 
nitrit und Aloin in einem QuarzrOhrchen, so tritt schon nach 
5 Minuten eine deutliche Rotfiirbung auf. Eine verdiinnte wisserige 
Aloinlisung bleibt in zerstreutem Tageslichte im Verlauf einer 
halben Stunde dagegen vollstiindig unverandert, wéhrend eine 
verdiinnte, wiisserige Kaliumnitrit-Aloin-L6sung in einer flachen 
Glasflasche unter denselben Bedingungen eine deutliche Rot- 
fiirbung aufweist. 

Es findet also auch bei Nitriten durch Einwirkung ultra- 
violetter Strahlen eine Sauerstoffabspaltung statt und es lag 
nahe, anzunehmen, dal sich bei diesem Prozesse Nitrosylkalium 
NOK bezw. freies Nitrosyl-NOH bildet. Es wurde nun, um dies 
festzustellen, eine verdiinnte Kaliumnitritlbsung mit Form- 
aldehydlisung vermischt und diese Mischung belichtet. Da man 
annehmen mubte, dafi das hypothetische Nitrosylkalium bezw. 
NOH in wiisseriger LOsung unbestiindig sein wiirde, so wurde 
Formaldehyd zugezetzt, um es sofort zu binden. In der Tat 
trat auf Zusatz von Eisenchlorid zu einer im zerstreuten Tages- 
lichte belichteten formaldehydischen Kaliumnitritl6sung eine 
tiefbraune Farbung ein, wihrend eine mit ultraviolettem Licht 
bestrahlte Losung bereits eine typisch rote violettstichige Form- 
hydroxamsiiure-Kisenchloridfarbung gab. Es wurden nun zahl- 
reiche Versuche mit Mischungen von Kaliumnitrit- und Form- 
aldehydlisungen unter verschiedenen Bedingungen mit und ohne 
Kiihlung, mit oder ohne Zusatz von Kaliumcarbonat, Magnesium- 
carbonat durchgefiihrt und immer konnte nach einer bestimmten 
Belichtungszeit die typische Formhydroxamsiurereaktion wahr- 
genommen werden. Waéahrend der Belichtung traten Gasblasen 
auf. Das Gas bestand aus Stickoxydul und Wasserstoff, neben 
geringen Mengen NO, CO,, CO und O, (siehe eine spatere 
Publikation non Baudisch und Klinger.) 
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Wasserige Kaliumnitritl6sungen mit Acet-, Propion-, Butyr-. 
Valerian-, Glykolaldehyd-Lésungen mit Sonnen- oder Hg-Dampf- 
licht belichtet, ergaben ebenfalls Hydroxamsiiurereaktionen. 

Um zu erfahren, ob auch Kohlensiiure mit Nitriten im 
Lichte im obigen Sinne reagiert, wurde in eine wiisserige Kalium- 
nitritl6sung wihrend der Belichtung Kohlendioxyd eingeleitet. 
Nach 24-sttindiger Belichtung war keine Hydroxamsiiure-Reaktion 
hbemerkbar. Das gleiche negative Hesultat erhiilt man, wenn 
man eine LOsung von NaHCO, und KNQ, oder eine Lésung von 
KHCO, und KNO, und Devardasche Legierung belichtet. 

Da man bei den Versuchen mit Formaldehyd einwenden 
konnte, dab der Formaldehyd durch ultraviolettes Licht zuerst 
zu Ameisensiiure oxydiert und diese erst mit KNQO, im Lichte 
Formhydroxamsaure bildet, so wurde eine LOsung von Kalium- 
formiat und Kaliumnitrit 25 Stunden mit Hg-Dampflicht bestrahlt. 
Die belichtete Losung reagiert alkalisch, gibt jedoch keine Hydro- 
v\amsdurereaktion, auch dann nicht, wenn man der LOsung vorher 
Devardasche Legierung zugesetzt hatte. 

Belichtet man eine methylalkoholische wiisserige Kalium- 
nitritldsung, so tritt schon nach kurzer Zeit Formhydroxam- 
siurereaktion auf. 


Versuche mit Methylalkohol. 


l CH,OH + Ammoniumnitrit: 
1 Stunde Belichtung: FeCl,: rotbraun 
3 Stunden > : » : rotviolett, es entweicht NH, 
20 > ; kein Nitrit mehr. 
Hl. CH,OH + Kaliumnitrat: 
2 Stunden Belichtung: FeCl,: schwach; Nitrit: 0 
a » > > » +: Stark; >» : stark. 
ll. 10 cem CH,OH -++ 242 cem 25%ige Mg-Nitritlésung. 
2 Stunden Belichtung: FeCl,: rot; MgCO,-Ausscheidung reagiert 
alkalisch; Nitrit: stark. 
28 > Nitrit: 0. 
IV. CH,OH -+- Eisennitrat: 
Schon nach einer ‘/s stiindigen Belichtung tritt eine violette Farbung 
auf, die auf Zusatz von HCl verschwindet. 


- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXIX. 1. 
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V. CH,OH -++ KNO, — H,O: 
2 Stunden Belichtung: stark alkal. (Lackm. u. Phenolphthalein). 
Nitrit-Reaktion: 0 
FeCl,: weinrot 
Kupferacetat: griiner Niederschlag 
AgNO,: momentan schwarz 
HgCl,: gelbweifer Niederschlag 
Fehlingsche Lésung: beim Kochen schwache 
Reduktion 
p-Nitrophenylhydrazin: 0. 
VI. CH,OH + KNO, + H,O (zerstreutes Tageslicht): 
'’e Tag Belichtung: FeC],: 0 
AgNO,: weil. N. nach und nach schwarz werdend 
2 Tage > : FeCl,: violettrot 
AgNO,: zuerst gelb, dann schwarz 
AuC],: 0 
Fehlingsche Lésung 
Phenylhydrazin: starke Reaktion (CH,0?). 
Vil. CH,OH + Mg(NO,),: 
‘lg Stunde Belichtung (Hg-Licht): stark alkalische Reaktion, Aus- 
scheidung von MgCO, 
FeCl,: Reaktion rotbraun. 
Dieselben Reaktionen erhalt man im zerstreuten Tageslichte nach 
1stiindiger Belichtung. 
Vill. CH,OH -}+- Ca(NO,),: 
‘lg Stunde Belichtung (Hg-Licht) unter Kiihlung: Ausscheidung 
von CaCO, 
i8 Stunden > Nitrit oder Nitrat nicht nachweisbar 
FeCl,-Reaktion: braunrot 
Cu-Acetat: 0. 


IX. CH,OH + Ammoniumnitrit: 

11 Tage Belichtung (Sonne): stark alkalisch. 
Nitrit: sehr schwach 
AgNQO,: weif N., rasch schwarz 
HgNO,: » », momentan schwarz 
FeCl], : weinrot 
Cu-Acetat: grasgriine Losung 

1 Monat: Nitrit: 0 
Spiegels Reaktion: sehr stark 
AgNO,: weil, rasch schwarz 
HgNO,: » momentan schwarz 
FeCl, : 0 
Fehlingsche Lésung: nicht reduziert. 
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X. 100 CH,OH, 20 H,O + 0,5 g KNO,) Hg-Licht): 
Ks entweicht eine leicht fliichtige Base (befeuchtetes rotes Lackmus 
wird blau gefairbt) mit aminartigem Geruche. 

4 Stunden Belichtung: Nitrit: sehr schwach 
HgNO,: weil, schwarz werdend 
PtCl, : gelbe krystallinische Fallung 
HgCl, : gelblich weifhe Fiallung. 
Phosphorwolframs.: weifer Niederschlag. 
Pikrinsiure: feine Nadeln. 

24 Stunden Belichtung: acetamidartiger Geruch 
schwach gelb gefiirbt; stark alkalisch 
Nitrit: O 
AgNO,: weife schwache Fillung; schwarz 

werdend 

FeCl, : schwach braungelb 
HgNQO,: weil; Hg-Abscheidung 
Cu-Acetat: blaulich griiner Niederschlag 
Phosphorwolframsiure : deutl. Niederschlag 
PtCl,: Niederschlag 
F ehlingsche Lés.: in der Kalte Niederschl. ; 
beim Erhitzen lésen u. schwache Reduktion. 


Eine Lésung von KNO, und CH,OH am Wasserbad 
21/2 Stunden unter Lichtschutz gekocht, reagiert neutral, mit 
FeCl, und mit Cu-Acetat keinerlei Reaktion, ebenso im Dunkel- 
versuch nach 4 Monate langem Stehen. 





Versuch mit anderen Alkoholen und verwandten 
Verbindungen. 

 C,H,OH + KNO,: 
a) nach 1 Stunde Belichtung (Hg-Licht): FeCl,: rotviolett 
b) 1 Tag Sonnenlicht: FeCl,: schwach rot 

AgNO,: weif, schwarz werdend. 
Dunkelversuch: 0. 

ll. C,H,OH + Mg(NQ,),: 
Nach '/e Stunde Belichtung (Hg-Licht): FeCl,: rotviolett. 

HI. CJH,OH ++ Al(NO,),: 


1 Stunde Belichtung: FeCl,: schwach 

4'/, Stunden > : » : rotviolett. Nitrit: O 

6'/2 > > ; > AgNO, : 0 

11 > > : » : sehr stark dunkelviolett. 


|. Allylalkohoi + KNO,: 
1*/2 Stunden Belichtung: FeCl,: braunrot. 
Cu-Acetat: Niederschlag 
14 > > : FeCl,: 0 
Nitrit: O 
Reagiert schwach alkalisch. 
14* 
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Il. Allylalkohol +- Mg-Nitrit: 
Nach 5 Std. Belichtung: FeCl,: schwach rotviolett 
reagiert stark alkalisch 
Ausscheidung von MgCQ,. 
Nach 10 Std. Belichtung: FeCl,: Triibung 
Cu-Acetat: grasgriine Fillung. 

16 Stunden Belichtung: Die Lésung ist dunkelgelb gefarbt und riecht 
karamelartig: mit NaOH erwiarmt, deut- 
lich NH, nachweisbar. 

Nitrit: O 
Nitrat: 0. 
Il. Benzylalkohol + KNO,: 
2 Stunden Belichtung: Die Lésung ist gelb gefiirbt und reagiert 
stark alkalisch. 
FeCl,: 0 
AgNO, : gelb Niederschl., b. Kochen schwarz. 


I. Glycerin -+- KNO,: 


Ill. Phenol + KNO,: 
1 Stunde Belichtung: Lésung ist dunkel gefirbt 
FeCl,: tiefrote Farbung 
Cu-Acetat: brauner Niederschlag 
Ni-Sulfat : > > 
AgNO: > : 
Phenol fiir sich allein belichtet, gibt: 
FeCl,: violett 
Cu-Acetat: Triibung 
AgNO,: weife Triibung. 
IV. Hydrochinon -+- KNO,: 
a) 1 Stunde Belichtung (Hg-Licht): ganz dunkel gefiarbt 
Nitrit: schwach 
Cu-Acetat: braune Fiallung 
Geruch nach Chinon. 
b) im Sonnenlicht 6Std.: schwach gelb gefarbt. 
deutliche Reaktion auf Nitrit. 
V. Hydrochinon + KNO,: . 
a) im Hg-Licht: schon nach wenigen Minuten Braunfarbung 
Cu-Acetat: Brauner Niederschlag. 
b) im Sonnenlicht: 
‘s Stunde Belichtung: intensiv gelb 
18 Stunden » : dunkelbraun. 
VI. Aceton -+- Mg(NOQ,),: 
2's Stunden Belichtung: reagiert schwach alkalisch 
FeCl,: fast 0 
36 ’ > : gelb, reagiert stark alkalisch 
Mg(CO,-Ausscheidung 
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mit NaOH gekocht: Blaufairbung eines be- 
feuchteten roten Lackmuspapieres. 

AuCl, : Q 

FeCl,: schwach braunrot 

Reaktion auf HCOH: O 

deutlicher Geruch nach Acetamid. 


| Akrolein + KN: 


a) Hg-Licht 
10 Stunden Belichtung: FeCl,: rotviolett 
Cu-Acetat: grasgriiner Niederschlag. 
b) Sonnenlicht: 
6 Tage Belichtung: Fe(l,: rotviolett 
Cu-Acetat: grasgriiner Niederschlag. 
Akrolein und Angelis Salz reagiert sofort und gibt 
die typische Reaktion. 


Vill. Lavulose —- KNQ,: 


IX. 


XI. 


‘/e Stunden Belichtung: Das entweichende Gas schwarzt PdCl,: ist 
CO; mit NaOH erwarmt: Blaufirbung eines 
befeuchteten roten Lackmuspapieres. 
Nitritreaktion: O 
FeCl,: O 
p-Nitrophenylhydrazin: gelber Niederschlag, 

der umkrystallisiert, einen Schmelzpunkt 
von 158° aufweist. 

Traubenzucker -+ KNOQ,: 

1'/s Stunden Belichtung: FeCl,: 0 


Is > : » : schwache Reaktion 
+7 > > > » : O; Nitrit: 0 
p-Nitrophenylhydrazin Niederschlag: 158°C. 
Schmelzpunkt. 


Dunkelversuch: unverdndert. 


. Glyoxylsaures Baryum -++ KNO,: 


Nach 4 Std. Belichtung: FeCl,: braunrot 
>» 15 » > » : geringer 
» 42 » > : >» :O 
Wiahrend der Belichtung entwickelten sich Gasblasen und es trat 
Abscheidung von BaCO, ein. 
Dunkelversuch: FeCl,: 0. 

Milchsaures K -++- KNO,: 

Nach 18 Std. Belichtung: schwach gelblich gefirbt, stark alkalisch 
auf Lackmus und Phenolphthalein, riecht 
aminartig. 

FeC],: 0. 
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XII. Oxalsiure -+ KNOg: 

Nach 19 Std. Belichtung: FeCl,: 0 keine Gasentwicklung. 
XIII. Oxalsiure + KNO, -+- Mg-Staub: 

Nach 12 Std. Belichtung: FeCl,: 0. 

Auf Grund dieser Versuchsreihe war nun festgestellt worden, 
dal} nur bei Belichtung von aldehydischen, alkoholischen oder 
kohlenhydrathaltigen Kaliumnitritlosungen Hydroxamsaure-Reak- 
tion mit FeCl, auftrat, dagegen letztere negativ ausfiel, wenn 
man Kohlensiiure-, Ameisenséure- oder oxalséurehaltige Nitrit- 
lOsungen der Wirkung der ultravioletten Strahlen aussetzte 
Um die Bildung der Formhydroxamsiiure mit Sicherheit nach- 
zuweisen, wurden die belichteten formaldehydischen Kalium- 
nitritlbsungen mit wiésseriger Kupferacetatlosung versetzt; es 
wurde jedoch nur ein geringer grasgriiner Niederschlag erhalten. 

Belichtet man hingegen eine wisserige !/10-n-Kaliumnitrit- 
losung mit iiberschiissigem Methylalkohol 2 Stunden mit ultra- 
violetten Strahlen, so erhalt man auf Zusatz von Kupferacetat- 
ldsung zu der belichteten klaren Lésung eine reichliche griine 
Fiillung eines Kupfersalzes. Dieses wurde abfiltriert, mit Wasser, 
Alkohol und Ather gewaschen und tiber Schwefelsiiure ge- 
trocknet. Hierauf in absolutem Methylalkohol suspendiert und 
in diese Suspension H,S eingeleitet. Nach dem Abfiltrieren des 
Kupfersulfidniederschlages wurde die klare farblose L6sung im 
Vakuumexsikkator verdunsten gelassen. Es hinterblieben als 
Rickstand weibe Blattchen, die nach nochmaligem Umkrystal- 
lisieren den Schmelzpunkt 81° C. zeigten und die typische 
Eisenchloridreaktion ergaben. Da das Vergleichspréparat genau 
die gleichen Reaktionen aufwies, so konnten die erhaltenen 
Blaittchen mit Sicherheit als Formhydroxamsdure identifiziert 


werden. 


Den chemischen Vorgang dieses Prozesses kann man auf 


zweierlei Weise erklaren. Einerseits kann man annehmen, dal 
der aus dem Kaliumnitrit abgespaltene aktive Sauerstoff den 
Methylalkohol zu Formaldehyd oxydiert und dieser nun_ in 
statu nascendi mit dem soeben gebildeten Nitrosylkalium zu- 
sammentritt und Formhydroxamsiaure nach folgender Gleichung 
bildet: 
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AH 
CH, C7 
| + KNO, = “Synok + H,0 
OH OH 


oder man nimmt anderseits an, dai eine intermediare Bildung 
von Alkoholperoxyd stattfindet, welches dann in Formaldehyd 
und Wasser zerfiillt: 
KNO, <7 KNO +. O 
CH,OH + 0 =  CH,O-OH 
CH,0 - OH = CH,O -++- H,O 
CH,O +- KNO ———-> HC(OH) -— NOK 

Die belichteten LoOsungen von Kaliumnitrit und Methyl- 
alkohol reagieren auf Lackmus oder Phenolphthalein stark 
alkalisch; diese alkalische Reaktion wird durch das im Licht 
aus Kaliumnitrat bezw. -nitrit und Methylalkohol bezw. Form- 
aldehyd gebildete Kaliumcarbonat bedingt. 

Mit Silbernitrat entsteht eine gelbe Fiallung, die fast 
momentan schwarz wird. Wiihrend stark belichtete LOsungen 
schon in der Kilte Goldchlorid momentan reduzieren und aus 
Fehlingscher Losung Kupferoxydul abscheiden, finden diese 
beiden Reaktionen bei schwach belichteten Lésungen nicht 
statt. Dagegen kann man Formaldehyd schon in schwach be- 
lichteten LOsungen durch die bekannten Farbenreaktionen nach- 
weisen, wihrend man in stark belichteten Losungen mit 
p-Nitrophenylhydrazin einen reichlichen Niederschlag von Form- 
aldehyd-p-Nitrophenylhydrazon erhilt. Aus den_ belichteten 
methylalkoholischen Kaliumnitrat- bezw. -nitritlbsungen ent- 
weicht ferner ein ammoniakalisch riechendes, mit Salzséure 
nebelbildendes Gas. 

Die Bildung des Kaliumcarbonats in der belichteten L6sung 
diirfte hOchstwahrscheinlich auf der hydrolytischen Spaltung des 
formhydroxamsauren Kaliums beruhen, denn nach Hantzsch!) 
zerfallen bekanntlich Alkalisalze der Formhydroxamsaure in 
widsseriger LOsung in Carbonat und Ammoniak. 

Aus den folgenden Tabellen kann man ersehen, wie rasch 
methylalkoholische neutrale Nitrat- bezw. Nitritlosungen durch 
Lichtenergie alkalisch werden. Die Alkalitiit wurde mittels Lack- 
mus, die Nitritreaktion mittels Jodkaliumstirkepapier festgestellt. 


1) Hantzsch, A., Bd. 310, S. 15. 
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Tabelle L. 
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Zeit 100 ccm CH,OH -+ 25 cem H,O +- 0,5 g KNO, 
Tem- as ; | ee | Kupfer- Reaktion au 
Min.|pera- Alkalitat AgNO, FeCl, | Goldchlorid Hc? 
tur | | acetat LN 
fort | h lingere | 
. aaa ‘i sofor nach langerer 
1d | 35° 0 wells 1) 0 gal oO. 0) 
~~ reduziert Zeit reduziert | 
30 | 47° s.schwach gelblich, > 0 0 etwas starker Spui | 
45 | 03° > 's. schwach 0) i > | 
| | h I 
7 r= 6 a = ; scnwacner ~~ cant 
60 O74 5S¢ hw ach | > > | > Niederschl. 0 Se hw ach 
~~ -——_ ‘h c Ze rT ae | 
19 | 57° , » _schwach > — kurz ; deuttich 
| 
{}() 5S? , > | > 
| 
” — - } j 
105 | 58". stairker » > | > | sofort 
120 60° » » > | D | » » 
7 | | | 
135 | 60° | > >» | starker | > schwach | 
| { ! 
| | 
F 10 , , | deutlicher 
150 | 61 fo inated lb, ad | , | Niederschl. F 
165 61° > | > » » > | sofort 
l 
180 61 0 ; » » » | > j 
| | | 
| | 
ar > | i 
195 | 61° > | > . ? 
210 62° > > > " | 
| | | 
225 | 61° > ’ > > '  schwach | 
| 
240 | 59° > gelblich, > 2 | 0 
| 
YH dD DS o > > » | > > | QO 
270 Hs o > > » » > | Q | > 
| | | | 
295 60° » | > > | > > Q | 
ant . nicht sofort) schwacher | 5 
if reduziert | Niederschl. 0 | yi 
315 | 60° > , > | > > | 0 | 
330 | 59° > > 's.schwach 0 , 
| 
45 1 59° > > > > > Q | 
| i 
j | 
360 60° | > > > p > Q 
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20 ein aera RRR HRN RO, , 
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Ks wurden iiquivalente LOsungen von Magnesium-, Calcium-, 
Aluminium-, Ammonium-, Kalium- und Natriumnitrat hergestellt 
und zu jeder dieser LoOsungen die genau gleiche Menge von 
Methylalkohol zugesetzt und nun gleichzeitig belichtet. Aus der 
letzten Tabelle ersieht man, dah die Hydroxamsiiurereaktion 
bei allen fast gleichzeitig eintritt, bei ca. 25stiindiger Belich- 
tung nur bei NH,NO,, KNO,, und NaNO, schwiicher wird, um 
bei KNO, nach 36 Stunden tiberhaupt ganz zu verschwinden. 
Goldechlorid wird wahrend der ganzen belichtungsdauer bei 
NH,NO, und NaNO, tiberhaupt nicht reduziert. Die Reduktion 
des Nitrats zu Nitrit tritt ebenfalls bei allen fast gleichzeitig 
ein, doch ist besonders bemerkenswert, dali bei Al(NO,), Nitrit 
in der Losung tiberhaupt nicht nachweisbar ist, dagegen NO 
bezw. N,O, entweicht. Nach ca. 50stiindiger Bestrahlung ist 
bei den andern Lésungen das Nitrit vollstiindig verschwunden. 
Mit Spiegelschem Reagens konnte bei LOsungen von Al(NO,),. 
Mg(NO,), und Ca(NQ,), noch immer sehr viel Nitrat nachge- 
wiesen werden, bei dem KNO,-Versuche nur mehr schwach, 
bei (NH,)NO, tiberhaupt nicht mehr. Bei Ca(NO,), und Mg(NO,), 
hatten sich weifie unldsliche Niederschliige ausgeschieden, die 
sich mit Sicherheit (durch mikroskopischen Befund und durch 
den Nachweis der Kohlensiure) als Carbonate erwiesen. Bei 
dem KNO,-Versuche hinterblieben kleine Krystalle, die deutlich 
alkalisch reagierten und mit Salzsiiure eine intensive Kohlen- 
sdureentwicklung ergaben. Die so lange belichteten L6sungen 
mit Silbernitrat versetzt, zeigten bei Mg(NO,), und Ca(NQ,), 
gelbe Niederschliige, welche reduziert wurden, bei KNO,, NH,NO, 
und NaNO, weife Niederschlige, die erst allmahlich schwarz 
wurden und bei Al(NO,), war tiberhaupt kein Niederschlag zu 
bemerken, iibereinstimmend mit dem wihrend der ganzen Be- 
lichtungszeit gefundenen Resultate. 

Den Einfluf8 des Lichtes von verschiedener Wellenliinge 
zeigen folgende Versuche: 
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Tabelle 
Methylalkoholische Lisung 
Zeit Mg(NO,), Ca(NO,), Al(NO,), 4 
StundenfFeCl,, AgNO. Nitrit| Alkali | FeCl. AgNO. Nitrit) Alkali FeC] AgNO. | Nitrit Alka! 
3 2 | AEs | | od Wecdlitied Alkal: 
| | | 
1/9 0) 0 0 0 | 0 — OO 
‘ | | inten- | 
2 rot | 0 | siv rot | | 
Bt/y_ [inten 0 + 0 > | 0 
} | _ sehr } 
5 > | | O — Ae QO hwach | | 0) 7 
9 [>| +i +44 aa ae + 
| seh | sehr  lang- 
os ; | nivel - r - schwach| sa | + ‘ | sam + 
wy} > tty ty] > |} +] +t]. } > | + /4 
} | 
15 > | > -L. -|- -{- > “—_ -i- > > + " 
17 > | > | —{- “t+ =} » +- -f > » -f- 
ef} > f+) + {t+} >] +}4+4]>]°>]4 
| 
21 > | 4. at -{- > = ~1. » > -1. 
22 > ;t}] + [t+ > Pel] + > > “be ; 
23 >| = jel & oe > babe te » es rs | 
notes ee coce ire . 
2 >» | > -}- to + > oh schwach > -t. } + | 
o fe} > l+lt y+) >-f+}4q-]-]4i4 
32 > | > | -{- ot. -t. > Le > > schwach ; 
34 > | » | -{- -{- -{- > - -t- » > » 
36 > | > | -{ at. — > ote ~ > > » 
‘0 > ttl t+ Tt] > | tpt gr fr] eo] 
4 ~ ra -+- | t. -+ > -t- a » > | 0 | 
50 > > o| + a4 » fe 7 > > 0 





























. ~) . . v° ‘ . . *) 
Photochemische Studien zur Nitrat- und Nitritassimilation. 209 


Delle i 


Osung io) Volt, 3,5 Amp. 





















































KNO, NaNO, Al(NO,), 
Alka) FY] pec], AgNO, Nitrit Alkali} FeCl, AgNO,| Nitrit Alkali] FeCl, AgNO,) Nitrit | Alkali 
| | 
0 | 0 0 | O 0 QO | 
| oe 
{) 0 | H 
| 
| O + 0 | 
| 
se | 0 -}- Q) | —- 
| si “fh. ade | ! 0 0 
lang- | a ! lang- | _ au ( Oo | O 
sam | | | | sam r | ; | 
s ; >» | + |] 4 > -{- | 0) 0) | 0 
- Poy | -+ | + fs | 4 1 0) 0 | O 
| | | 
| J 4} 4 " , a oe? ! 0 0 0 
} +] 4 b > of a." + 0 | O () 
| | 
| | + | + fs oe an +; 0 ; 0 | O 
| 
| | sehr | 
= P “~~ a + " | - | + + | schwach 0 | 0 
r ‘ , + | 4. schwach > | —- -+ -t- » | Q) | ) 
7 | : | o | o | 
: nwach) ~- | a » > +- -}- | 0 0 | 0 
: | | | 
: > > -\. | i » > | =. ~1- -t- | O 0 () 
+ | >} ti efe fe | +] +4] o] | 0 
; >t & f + > | » | schwach| 1 | oO 0 | 0 
> i schwach -t. » > » | -+- -{. -{. QO in 
| | | 
9; >} » | +f] os. | oo} +] +] +] 0] o 
of >» | o}+]fe]} >} oO; +/+] 4+] 0) + 
0) » Q 4+ > > 0 -}- Q) | -t 
| | | | 
0 | >» Oo; + > >» | O O | 
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Tabelle III. 


'/4o-n-Ca(NO,), -- CH,OH 


190 Volt, 3,5 Amp. 
aia ud) 











Zeit Filter: Nitrosodimethylanilin durchlassig 
el 
reines Wasser fiir 4 = 546 und 366 


Min. JAlkali -Nitrit’ | FeCl,-Reakt.JAlkali = Nitrit. ~—_‘ FeCl,-Reakt. 



































| 
1 0 0 | 0 0 0 0 

LO} O 0 | 0 0 0 0 

ls} O 0) | 0 0 | O 0 

307 0 0 | 0 0 | 0) 0 

5) Q sehr schwach| 0) 0 0 | 0 

60 () schwach | 0 0 sehr schwach 0 

7] O deutlich | 0) QO | desgl. | 0 

90 Q) > | 0 0) | > | 0 

105 | OO > 0) 0 | > | 0 

120] O : | 0 Q | schwach | 0 

| | | 

135] 0 — 0 | > | 0 

IhO} O | > | desgl. 0 deutlich 0 
165 | O | » 0 , | 0 
wolo | : | : 0 : ser schwach 
95 | O > 0) > | desgl. 
210 | O : > | > 0 > | > 
2245 0 | | > 0 > | : 

40 1 0 | > 0 | , : 
25d 0) > | > 0 . | | 
270 | 0 . | > 0 ‘ ‘ 
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Tabelle IV. 


'/yo-n-Ca(NOx), -- CH,OH. 

















Zeit Konz. Chrysoidin -+ Eosin Chrysoidin mittlere Konz 
durchlissig fiir 4 = 695 durchlassig fiir A = 615 
Minuten] Alkali Nitrit | FeCl,-Reakt. | Alkali Nitrit FeCl,-Reakt. 

15 0) 0 0) 0 0 0 
i) 0 0 0 0) 0 0 
39 0) () () 0) Q 0) 
60 0 0) 0 0) 0) 0) 
YO 0) Q) Q) 0) Q 0) 
105 0 0 0 0 0 | 0 
120 0 0 0 0 0 | 0) 
135 0 Spui 0 0 Spur | 0 
150 () 0) i) | 0) 

Chrysoidin verdiinnt Brillant- und Guinea-Griin 

durchlissig fiir 4 = 579 durchlassig fiir 4 = 492 
1) 0 Q 0 0 QO Q 
0) (0) 0 0 0) 0) | 0) 
60 0 0 0 0 0 | 0 
90 0 0 0 Q OQ | 0 
120 0) 0 0 0 0 | 0) 
150 0 Spur 0 0 0 0 
180 0 0 O | 0 | 0) 
195 0 | 0 0 | Spur | 0 
210 | 0 | 0 QO | 0 

Methylenblau und Asculin Methylviolett konzentrier! 

+. Chininsulfat } = 436 durchlissig fiir 4 == 405—408 

15 0) 0 | 0 0) () 0 
30 0 0) (0) 0) () () 
4d 0 0 0 0 0 Q) 
60 0 0 0) 0) 0) 0 
90 0 0 0 0 0) 0 
105 0 0 0 0 0 0 
120 0 0 0 0 0) 0 
135 QO | Spur 0 0 Spur 0) 
150 0 ; 0 0) > 0 
165 0 | 0 0 0) 
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Tabelle IV. — Fortsetzung. 
t/1o-n-Ca(NOs)y —- CH,OH. 
Zeit Ca(NO,), -+- CH,OH Zusatz: Eosin 
Minuten] Alkali _——Nitrit | FeC],-Reakt. | Alkali Nitrit | FeCl,-Reakt. 
5 | 0 0 | 0 0 6 | @ 
10 0 0 0 0 Spur 0 
15 0 Spur 0 0 | schwach | 0 
20 0 | schwach | 0 0 deutlich | 0 
25 | O | deutlich | 0 0 > | 0 
30 | O > | 0 0 » 4 0 
3 | O | | 0 O; » | 0 
4A) ®) | > 0 0 | > | 0) 
45 0 ; 0 0}; » | 0 
Ca(NO,), -- CH,OH 

Zusatz: Chininsulfat Zusatz: Asculin 
2 0 oO}; oO | 0 
Ww }o}; o | 0 0; oOo | 0 
15 0 | 0) | =O Q | schwach | 0 
20 O | Spur | 0 0 | > | 0 
25 0 | schwach | 0 Q | deutlich | 0 
30 | 0 | deutlich | 0 0 | | 0 
35 0 | | 0) O- > | 0 
40 | 0 > | 0 Oo; >» | 0 
uw | O : F ( ei «. J 0 
Zusatz: Jod Zusatz: UranylInitrat 
5 0) 0 0 QO | 0 0 
10 0) 0) | 0 oO | 0 | () 
15 0 0 | 0 QO | 0 | 0 
20 | 0 Spur | 0 0 | oO 0 
2» | 0 0 0 oO 0 
30 | 0 ‘ 0 0 0 0 
35 0 schwach | 0 0 | 0 0 
0 | 0 0 0 | 0 0 
iso | Oo 0 | oO 0 
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Tabelle IV. — 


Fortsetzung. 


Ca(NO,), -+ CH,OH. 








Zusatz: Methylenblau 


Nitrit | FeC),-Reakt. 


Zusatz: Nitrosodimethylanilin 

















Alkali Alkali Nitrit | FeCl,-Reakt. 
5 0 Spur 0 0 0 | 0 
10 0 schwach | 0 0 Spur 0 
15 0 deutlich | 0 0 schwach | 0 
25 0 | | 0 0) J o« | 0 
30 0 | stark 0 0 deutlich | 0 
35 0 | 0 eS | * | 0 
MO) 0 0) 0 | stark | 0 
50 | 0 0 oO | » | 0 
60 0 > | 0 0 > | 0 
Zusatz: 2,7 Anthrachinon- Zusatz: 
disulfosaures Natron kolloidale Palladiumlésung 
) 0 Spur | 0 0) | et 0 
10 0 deutlich | 0 0 ~ Spur 0 
15 0 > | 0 0 schwach | (0) 
25 0 stark | 0 0 deutlich | 0 
2 Pd wird 
‘ ( } 
am ; " _ ausgeflockt 
45 0 | 0) 0 > 0 
50 0 | » | 0 O » | Spur braun 
60 0 | » | 0 0) , — desgi. 
70 oO}; » | 0 0 > | . 
Zusatz: Spur von FeCl, Zusatz: Spur von Fe(NO,), 
5 QO | 0 | 0 () | wird selbst 
| | ‘rotlich violett 
10 0 0 || 8elbe Farbe 0 0 | desgl. 
“aio; e¢ fa QO | 
. | |; schwindet | : 
“ ; reagiert 
25 O | 0 ‘| rotviolett 0 > 
| sauer auf 
30 QO | 0 Methyl- 0 
| 
MA) 0 | 0 ') reagiert orange || O rotviolett 
50 QO | 0 auf Kongo und 0 , 
; | ;und Methyl-| Kongo || | 
60 0 | O orange 5 0 
70 0 0 sauer 0 : 
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Tabelle IV. — Forsetzung. 
Ca(NO,), -++ CH,OH. 
Zeit | Zusatz: Kolloid. Zirkonlésung Agar-Agar als Filter 
Minuten] Alkali —— Nitrit FeCl,-Reakt. Alkali Nitrit FeCl,-Reakt. 
5 | 0 0 0 0) oOo | 0 
10 0 Spur 0 0 | 0 0 
15 0 s.schwach 0) 0 | () 0 
25 0 | schwach 0) 0) 0 | 0 
35 0) | stark 0 0 | 0 | 0 
45 Q) » 0 QO | 0 | 0) 
60 0) 0 Q Q) 0 
7 Q 0 0 0 0 
150 0 0 0 0 | 0 
Ca(NO,), -—- CH,OH 
im Quarzgefah im Glasgefah 
5 0 | 0 0 0 0 | 0 
10 QO | Spur 0 0 0) | 0 
15 0 | schwach 0 0 0 0 
30 QO | deutlich 0 0 0 | 0 
6 | o} > 0 0 | o | 0 
60 | O | stark 0 0}; o | oO 
so fo} ». | 0 0 | Spur | 0 
110 0 | . 0 0 | schwach | 0 
160 0 > braun 0 - » | 0 
Ca(NO,), -+- CH,OH im Glasgefifs 
Zusatz: Eosin Zusatz: Methylviolett 
10 | 0 0 | 0 0; oO | 0 
20 | 0 0 | ( oO; o | 0 
30 0 0 | 0 0 0 0 
40 0 0 | 0 oO; oOo | 0 
60 0) 0 | 0 0 0) | 0 
80 0 ( | 0 0 | 0 | 0 
90 () () | () 0 | 0 | 0 
100 | 0 o | 0 0 0 | 0 
110 0 Spur 0 0 0 0 
120 0 0 0 Spur 0 
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Tabelle V. 

EE 
Zeit Ca(NO,), _ CH,OH Ca( (NO,), 3 + CH, OH T Spur Eosin 
Min, |Alkali| Nitrit |FeCl-Reakt.] Alkali | Nitrit | FeCl,-Reakt. 

5710] o | oO o | o |} 0 
10 O | Spur | 0 0 Spur | 0 
15 0 | schwach | 0 0 | schwach 0 
20 | 0 | deutlich | 0 Q | deutlich | 0 
%o}|o} > | 0 o | | 0 
30 | O | stark | 0 0 |. stark 0 
40 | 0 | 0 0 | >» 0 
4 | 0 | | 0 0 | 0 
6o | 0 | 0 0 | 0 
7% | 0 | 0 Oo | » 0 
90 0 | 0 Oo | 0 

105 0 » 0 0 | » 0 
120 0 | » Spur braun 0 | ’ Spur braun 
135 0 >  » Oo | > » 
150 | O > .~ 0 : om % 
165 | 0 , . 9 0 > me- 4 
180 | 0 - 4% 0 ‘ aes 
195 | 0 ‘ . 3 0 , : 

210 0 » > > 0 » > < 
200 | 0 , » »* 0 : se 2 
260 | 0 , ae 0 »* a 
280 | O es 0 , i * 
310 | O , e- & 0 . in 
320 0 > > 0 > braun 
330 | 0 braun 0 > > 
360 0 > > Spur | Spur > 
370 | 0 ; ‘ : : : 

380 0 ° > s.schwach| > > 

390 | Oo , ‘ ‘ : : 
400 | O ‘ ' ‘ ; ‘ 
420 | 0 ; , ‘ ‘ ‘ 
430 | Spur > > > » > 
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Tabelle VI. : 

- NH,NO, -- C¢,H,OH a 
” -o— im Glasgefa6 | Filter: reines H,O | Filter: kolloidaies sio, 
Min.JAlkali Nitrit peeGle Jaikali Nitrit |PeCllankati Nitrit | Reali, Alkali, Nitrit FeCl. 

5] 0 |schwach) 0 | 0 | 0 | 0 | 0 | 0 0 | 0 | 0 0 

10 | 0 |aeutiich} 0 0; 0 | 9 | 0 aw & 2s | 0 | () 

15 0 >» | O 0 | 0 | 0 0 > 0 0; O | 0 

207 0} » | 0 | 0); O | O | O jschwach! O | O |, st) 0 
2/0; » | Oo 0} 0 | Of o/; >» 0 | 0 > | 0 

30] 0 | stark} 0 | 0} 0 | 0 | © | stark} 0 | 0 |schwach 0 

‘Ot O | > 0 0 0 0 0 > 0 QO | stark 0) 

60 0 | > 0 0 0 0 0 > 0 0 | > 0 
7} 0} » | O 0} 0 | O | 0 , 070; » 9 
0} 0} » | 0 0; 0 | oO} Oo > 0 | 0 , ( 

HOF O | > | 0 0 | O 0 0 > 0 0 >» | 0 

9%] 0) > | 0 0; 0 | ol o > 0 0 > ( 
100 | 0 » | O 0 0 0 | 0 > 0 0 : | 0 
105 | O >» | O 0 0 0 0 > 0 0 > | 0 
mio; >» |e lo; @|efe| - oO]; 0; » | 0 
B50 | O ~~ Oo} O | Of oO} >» o | o; » | 0 
150} 0 >» | » 0) 0 0 | 0 > 0 0} >» | 0) 
165 | 0 >» | > Cc; O 0 | 0 > 0 0 |} » | 0 
180 | 0 » jschwachf 0 | 0 0 0 > 0 0; » | 0 
195 | 0 — 0) O 0 | 0 ‘ 0 0 | | 0 | 
210] 0 > | deutlichn] O | 0 0 | 0 2 0 Oo; » 0 : 
2251 0 > | > 0) 0 0 | 0 > 0 0 | » | 0 ] 
240 | 0 » | > Q schwachl 0 | 0 > 0 0 * | 0 i 
255] 0] » | stak | 0; » | of o| > o}o}; >» |o |q 
270 | O > | > 0 |deutlich} 0 0 > 0 0 | > | 0) ; 
285 | 0 » | » Oo; » 0} 0 > 0 0; » | 0 : 
300] 0} > | : o| » | ofo; » | 0 | o | > | 0 | 
330] 0 » > 0 | 0}; 0; » | 0 | 0 > | 0 7 
360 | 0 > , 0 > 0 0}; » 0 0 » | O ; 
420] O}] > | » 0 : 0 0 , a 0 0 > | 0 4 
(80 | | | | > =i « » | 0 

| | braun- 

510 | | Oj; » | lich |-O | » | O 
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Aus den vorstehenden Tabellen IV bis VI ist ersichtlich, 
daf fiir die Reduktion der Nitrate durch Lichtenergie haupt- 
siichlich die violetten und ultravioletten, gewéhnliches Glas nur 
schwer durchdringenden Strahlen die chemisch wirksamsten sind. 

Belichtet man eine formaldehydische oder methylalkoho- 
lische Kaliumnitritlosung mit Hg-Dampflicht langere Zeit (eine 
n/1o-LOsung ca. 60 Stunden), so ist weder Nitrit noch Form- 
hydroxamsiure mehr nachweisbar. Um nun zu erfahren, welche 
chemische Verbindungen in so lange belichteten Lésungen ent- 
standen sein kiénnen, wurde zuniichst versucbt, das Verhalten 
der Formhydroxamsaure, des Hydroxylamis, des Nitromethans 
und der Aldoxime gegeniiber dem ultravioletten Lichte festzu- 
stellen. 


I. Formhydroxamsdure in wisseriger Lésung: 


Nach 2'/: Std. Belichtung: FeCl,: schwacher 
> 18 » > » : O 
eigenartigen, unangenehmen Geruch aufweisend. 


ll. Formhydroxamsdure fest, krystallisiert: 


Nach 10 Std. Belichtung: Schmelzpunkt 81° C. 

>» ca.26 » > : ist zu einer gelblichen Fliissigkeit geworden 
von ammoniakahnlichem Geruche, ein be- 
feuchtetes Lackmuspapier wird blau gefarbt. 
FeCl,: schmutzig braun 
Cu-Acetat: griine Fallung 
AgNO,: wird reduziert 
Bambergers Reaktion: 0. 


lll. 0.2 g Formhydroxamsaure + Methylalkohol: 


Nach 20 Std. Belichtung: deutliche Aldehydreaktion 
FeCl,: intensiv violett 
AgNO,: gelb, sofort reduziert 
AuCl,: reduziert nach langerer Zeit. 


IV. Hydroxylamin, neutrale Lésung: 


Nach 2 Std. Belichtung: Lackmus: schwach sauer 
Curcuma: schwach alkalisch 
Gasentwicklung. 

Nach 40 Std. Belichtung: Lackmus: stark sauer 
Fehlingsche Lésung: wird reduziert 
Bambergers Reaktion: 0 
mit KOH gekocht: NH,. 
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V. Nitromethan: 
Nach 2 Std. Belichtung: FeCl, : O 
Cu-Acetat: 0 
Jodkaliumstarkepapier: beim Anséuern blau. 


VI. Nitromethan (unter sehr guter Kihlung): 
Nach 2 Std. Belichtung: FeCl,: Rotfarbung. 
JK-Starkepapier: 0 
Lackmus: reagiert stark sauer. 


Vil. Nitromethan -+- HCOH (Dunkelversuch): 
FeCl, : O 
Cu-Acetat: 0 
AgNO,: kein Niederschlag : 
JK-Stirkepapier: keine Blauung. 


VIII. Nitromethan + HCOH: 
Nach 1 Std. Belichtung: FeCl,: deutlich rot 
JK-Starkepapier: blau. 
Nach 5 Std. Belichtung: FeCl,: dunkelrot (violettstichig) 
JK-Starkepapier : blau 
Cu-Acetat: grasgriine Farbung. 
IX. Nitromethan + HCOH: 
Nach 2 Std. Belichtung: Fliissigkeit ist rétlich-gelb 
FeCl, : tiefrot 
AgNO,: dicker, weifier Niederschlag 
JK-Starkepapier: beim Ansauern blau. 
Die belichtete Lésung wurde in einem Exsikkator stehen gelassen ; 
es hinterblieb ein gelber, zaher, bitterer Sirup. 
FeCl, : 0 ) 
AgNQ,: 0 


Nach einigen Tagen schieden sich Krystalle ab. Dieselben 
wurden auf Ton gebracht. Die zuriickbleibenden Ndadelchen 
wurden in Ather gelost und mit Petrolither gefallt. Es resul- 
tierten schneeweibe Nadeln vom Schmelzpunkt 158°. Dieselben 
wurden als Nitroisobutylglycerin identifiziert. 


X. Nitromethan + CH,OH: 


Nach 4'/s Std. Belichtung: Lackmus: sauer ) é 
JK-Starkepapier -+- HCl: blau 
FeCl,: violett 
Cu-Acetat: grasgriiner Niederschlag. 
Nach 30 Std. Belichtung: dieselben Reaktionen ; 
mit Lauge erhitzt: bl4ut angefeuchtetes 
Lackmuspapier. 
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XI. Formaldoxim (schwach saure Lésung): 
Nach 1 Std. Belichtung: FeCl,: allmahlich braunrot 
Cu-Acetat: 0. 
Nach 6 Std. Belichtung: FeCl,: sofort braunrot 
Cu-Acetat: 0 
Lackmus und Kongo: sauer, an HCN 
erinnernder Geruch. 
“| Formaldoxim (neutrale Lésung): 
. *h 6 Std. Belichtung: Reaktion schwach alkalisch 
FeCl,: sofort braunrot 
Cu-Acetat: griine Fallung 
AgNO,: weife Fillung 
riecht aminartig; mit Natronlauge gekocht: 
bliut angefeuchtetes Lackmuspapier. 
XIII. Formaldoxim + HCOH: 
Nach 14 Std. Belichtung: Geruch nach NH, 
AgNO,: gelb, beim Kochen schwarz 
JK-Stirkepapier: blau beim Anfeuchten 
Phosphorwolframsiéure: weife Fallung 
Pikrinsaéure: O 
Platinchlorid: nach einiger Zeit schwachen 
Niederschlag. 


XIV. Acetaldoxim: 
Nach 14 Std. Belichtung: Gerach nach Acetamid 
FeCl,: Rotfarbung 
Cu-Acetat: reduziert 
AgNO,: keine Fillung. 
XV. Acetaldoxim -+ HCOH: 
Nach mehreren Tagen Sonnenbelichtung : 
dicke rétlich braune Fliissigkeit 
AgNO,: gelblich weil, sofort reduziert 
Fehlingsche Lésung: beim Kochen reduz. 
m-Phenylendiamin: 0 
Cu-Acetat: 0 
p-Nitrophenylhydrazin: gelber Niederschlag. 


Ferner konnte schon friiher gezeigt werden, dal ver- 
diinnte wiisserige Lésungen resp. Suspensionen von Nitro- 
methan, Nitroiithan, Nitropropan, Nitropentan, Phenylnitro- 
methan und Nitrobenzol durch Bestrahlung mit ultraviolettem 
Lichte, analog den Nitraten oder Nitriten, Sauerstoff abspalten.') 


1) Baudisch und E, Mayer, B., Bd. 45, S. 1771. 
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Dabei entsteht das entsprechende Oxim und durch intensivere 
Belichtung die entsprechende Hydroxamsaure. 

Es wurde nun eine Lésung von 100 ccm CH,OH, 25 ccm 
H,O und 1g KNO, der Wirkung einer Quecksilberdampflampe 
ausgesetzt. Nach ca. 30 Stunden Belichtung war weder eine 
Hydroxamsiure- noch eine Nitritreaktion zu beobachten. Aus 
der belichteten Losung wurde der Alkohol abdestilliert. Das 
Destillat zeigte den Geruch nach NH, und reagierte alkalisch 
und gab folgende Reaktionen: 


PtCl, : Niederschlag 

HgNO, : > 

Phosphorwolframsaure : > in saurer Lésung 
AgNO, : schwache Triibung 

Cu-Acetat: in der Hitze schwache Triibung. 


Im Riickstande konnte Salpeterséure nachgewiesen werden. 

Kine Lésung von 20 g KNO, in 300 ccm CH,OH und 
200 cem H,O wurde vom 12. Marz bis 20. Juli dem Sonnen- 
lichte ausgesetzt. Nach dieser Zeit war die Nitritreaktion ver- 
schwunden, dagegen trat mit Diphenylamin -+- konzentrierter 
Schwefelsiiure eine starke Blaufarbung auf. Die belichtete 
Losung reagierte auf Lackmus sauer. 

Sie wurde mit Athylather extrahiert, der Ather abdestil- 
liert, der Riickstand (im Vakuumexsikkator tiber Schwefelséure 
getrocknet) wog 0,0459 g besafi einen Formaldehydgeruch, in 
Alkohol ist er schwer léslich, reagiert auf Lackmus schwach 
sauer. Die alkoholische Lésung desselben mit Platinchlorid 
versetzt, ergibt einen sehr schwachen hellgelben Nieder- 
schlag. Beim Versuche, am Wasserbade einzudampfen, wird die 
Losung vollstandig reduziert und es_ hinterbleibt schwarzes 
Platinpulver. 

Aus einem aliquoten Teile der belichteten Lisung wurde 
der Alkohol abdestilliert. Das Destillat reagierte schwach sauer 
und reduzierte in der Hitze ammoniakalische Silbernitratlosung 
und Quecksilbernitrat oder Quecksilberchlorid, enthielt also 
demnach wahrscheinlich Spuren von Ameisensaure. 

Der Destillationsriickstand besafB einen Formaldehyd- 
geruch, zeigte eine sehr schwache Nitritreaktion, mit Diphenyl- 
amin +- konz. H,SO, deutliche Blaufirbung: Mit 
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AgNO,: weifer Niederschlag in der Hitze reduziert 
Hg(NO,),: weifer Niederschlag in der Hitze reduziert 
HgCl,: O, in der Hitze weifer Niederschlag 

BaCl,: Triibung 

Pikrinséure: Niederschlag 


Nitrophenylhydrazin | iuferst schwache Tribung 


Semicarbazid f° 

Kupferacetat: 0 

Phenylhydrazin -- FeCl, + konz. HCl: deutliche Rotfarbung 

Mit NaOH gekocht: deutliche Blaufairbung eines befeuchteten Lackmus- 
papieres. Die gekochte alkalische Lésung, mit H,SO, 
angesiuert, gibt jetzt mit Phosphorwolframsaure 
keinen Niederschlag mehr. 

Ein Teil des Destillationsriickstandes eingedampft, zeigte 
einen sehr starken Geruch nach Formaldehyd und es hinter- 
blieb ein karamelartiges Produkt, welches eine schwache Pyrrol- 
reaktion zeigte. 

Es wurden nun die belichteten methylalkoholischen oder 
formaldehydischen Kaliumnitritl6sungen auf ihren Gehalt an 
reduzierten und nicht reduzierten Stickstoff untersucht. Es zeigte 
sich, dai 2—20°/o N als NH, oder Amin vorhanden und 50 
bis 90°/o N tiberhaupt in der Lésung nicht mehr nachweis- 
bar war.) 

In mit zerstreutem Tageslicht bestrahlten methylalkoho- 
lischen Kaliumnitritl6sungen konnte, nachdem das Nitrit ver- 
schwunden war, Methylamin als Platinchloridsalz isoliert und 
analysiert werden. 

Aus belichteten formaldehydischen KNO,-L6sungen konnte 
ein dtherléslicher Riickstand isoliert werden, der alkaloidéhn- 


liche Reaktionen aufwies. 


Zusammenfassung. 


1. Nitrite spalten ebenso wie die Nitrate im Lichte Sauer- 
stoff ab, und be: dieser Reaktion sind hauptsachlichst die 
ultravioletten Strahlen wirksam. 

2. Durch Belichtung von alkoholischen, bezw. aldehydischen 
Kaliumnitritldsungen entstehen intermediiir die entsprechenden 
Hydroxamsiuren. 


‘) Baudisch und E. Mayer, B., Bd. 46, S. 115. 
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3. Durch langere Belichtung solcher Losungen erhalt man 
nach dem Verschwinden von Nitrit und Hydroxamsaure amin- 
artige und hdhere, wahrscheinlich ringfoérmige stickstoffhaltige 
Verbindungen. Dadurch wurde zum ersten Male Nitrat- bezw. 
Nitritstickstoff in organische Stickstoffverbindungen durch bloBbe 
Sonnenenergie umgewandelt, ein Prozeb, der sich auch in der 
Pflanzenzelle abspielen kann, da der griinen Pflanze die dazu 
notwendigen Faktoren Nitrat, Formaldehyd und Sonnenlicht 
in ausgiebigem Mafe zur Verfiigung stehen. 
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Uber den Schwefelgehalt der GroBhirnrinde von normalen 
und geisteskranken Menschen. 
Von 
S. Woskressenski. 


(Aus dem Laboratorium der Irrenanstalt Tambow [RuBland)}). 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Dezember 1913.) 


Im Hinblick auf die Literaturangaben,!) wonach einerseits 
der Neutralschwefel im Harn bei einigen Psychosen vermehrt 
sel und diese Vermehrung anderseits auf Verstirkung des so- 
genannten endogenen Kiweifbumsatzes zu beziehen ware, schien 
es mir interessant, den Gesamtschwefel der Hirnrinde bei 
Psychosen zu bestimmen, um zu sehen, ob nicht vielleicht an 
eben erwihnter Harnschwefelvermehrung die Grofhirnrinde 
selbst beteiligt ist. Dazu regte mich auch noch folgende Uber- 
legung an. Bekanntlich steht jetzt in der Neurologie und 
Psychiatrie die Auffassung fest. dai es «ohne Syphilis keine 
Paralyse» gibt. Aufberdem wird manchmal auch eine innige Be- 
ziehung zwischen Jugendirresein und Syphilis hervorgehoben. 
Nun aber haben uns die Untersuchungen von Schulz?) gelehrt, 
daBi die an Lues erkrankten Organe gegen die gesunden einen 
sehr verminderten Schwefelgehalt aufweisen, und zwar fand 
Schulz in 8 Fallen von nicht luetischen Krankheiten, daf die 
Werte fiir Schwefelgehalt der Aorta und Vena cava zwischen 
0,586°/o S (auf trockene Substanz berechnet) und 0,815°/o S 
schwankten, indem ein Fall von Lues Aortae den Schwefelwert 
0,450°/o und fiir die Vena cava sogar 0,286°/o S ergab. «Die 
balneologische Erfahrung, bemerkt der Autor dazu, kann dieser 
Anschauung nur stiitzend zur Seite treten (im Sinne der Syphilis- 
therapie), » 

') Allers, Zeitschrift fiir die gesamte Neurologie und Psychiatrie, 


Bd. 18, Nr. 1—2. 
*) Pfliigers Archiv, Bd. 54. 
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Ich habe im ganzen 8 Grofhirne, darunter ein normales, 


der Schwefelbestimmung unterzogen. 

Die Methodik der Untersuchung war die folgende: Die Obduktion 
wurde gewOhnlich erst nach 24 Stunden nach dem Tode ausgefiihrt, das 
Gehirn an der Leiche mit destilliertem Wasser durch die A. carotis 
int. ausgewaschen, von den Hiuten befreit, die Rinde mit dem Messer 
von dem Markweifs abgeschnitten (auf einwandfreie Trennung wurde 
iibrigens nicht streng geachtet), durch ein Harnsieb getrieben und in 
einen feinen Brei verwandelt. Der Brei wurde zuerst auf Glasplatten 
aufgestrichen und getrocknet, dann zerrieben, das Pulver im Trocken- 
schrank nicht tiber 70° und hierauf im Vakuumexsikkator iiber Schwefel- 
siure bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Was die Veraschung betrifft, 
so habe ich verschiedenartige Vorversuche gemacht, bis ich mich iiber- 
zeugt habe, daf das Verfahren von Hoehnel-Glaser') die besten und 
zuverlassigsten Resultate gibt. Die direkte Veraschung ohne Zusatz von 
Soda oder Salpeter laft nur Spuren von Schwefel zuriickbleiben, auch wenn 
man die Kohle vielfach mit Wasser auszieht. Bei Zusatz von Soda- 
Salpeter beobachtet man immer noch merkliche Verringerung von Schwefel- 
werten im Vergleich mit Veraschung unter Zusatz von Natriumperoxyd. 
Mit dem Verfahren von Liebig (mit Kaliumhydroxyd und Kali-Salpeter 
mit wenig Wasser *)) erreicht man oftmals tiberhaupt keine vollkommene 
Verbrennung und infolgedessen fillt manchmal bei Neutralisierung der 
Ascheliésung eine nicht unbetrachtliche Menge von Eiweifstoffen bei noch 
alkalischer Reaktlon aus. 

Ich bediente mich genau der Veraschungsmethode von Hoehnel- 
Glaser, nur mit der geringfiigigen Abanderung, dafi ich die ganze er- 
forderliche Menge Natriumperoxyd statt in 3 in 2 Portionen verteilt hin- 
zusetzte und zwar die erste etwas kleinere vor und die zweite nach 
dem Zusammensintern der Mischung. Dadurch wollte ich die etwaige 
Wasserbeimengung zur verfliissigenden Mischung vermeiden, was mig- 
licherweise das hygroskopische Peroxyd herbeifiihren kénnte. Trotzdem 
ist es mir nur ausnahmsweise gelungen, ganz kohlenfreie Asche zu er- 
halten; aber einige Kohlenpartikelchen schadeten gewifs nicht merklich. 


Die Resultate meiner Bestimmungen stelle ich in nach- 
stehender Tabelle auf. Von jeder GroShirnrinde wurden min- 
destens zwei Bestimmungen gemacht und der Schwefelgehalt 
auf trockene Substanz berechnet. 

Wie aus der Tabelle ersichtlich, schwanken die prozen- 
tualen Werte fiir den Hirnrindenschwefel auffallenderweise in 


1) cf. Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handb. d. Analyse, VIII. Aufl., 


1909, S. 552. 
*) Treadwell, Lehrbuch der analytischen Chemie, 1906. 
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%o S | %oS | Mittel-/Mittelwert 

” ae Baa aus | aus_ | wert | aus allen 

~| Diagnose 1. Bestim- 2. Bestim- fiir | Bestim- 
mung | mung | %S | mungen 

i X. | gesund, normal | 0,62 | 0.69 | 0,65 

2 Such. | Jugendirresein | 066 0,69 | 0,67 | 

3 Obsed. | : (064 =| (0,64 =| 0,64 

4 Masl. > | 0,65 | 0,65 | 0,65 

| a. 9 ~ |? TY 066 

5  Klescht. ) 0,65 | 0,67 | 0,66 

6 Butz. | Epilepsia 0,69 | 0,70 | 0,69 

7! Pol. | Dementia senilis | 0,66 | 0,69 | 0,67 

8 Bob. | Paralysis progress.| 0,673 | 0,511 | — 











sehr engen Grenzen von einigen Hundertstel-Prozent. Nur die 
zweite Bestimmung vom letzten Fall steht etwas gesondert da 
(0,511); aber auch diese verhiltnismabig groBe Abweichung ist 
sicher dadurch bedingt, daB zu dieser Bestimmung die Ver- 
aschung mit Soda-Salpeter und nicht mit Natriumperoxyd ge- 
macht worden ist; dabei wurde noch die Aschelésung ohne 
Bromzusatz neutralisiert. Wenn wir den letzten Fall aus der 
Reihe fallen lassen, so ergibt sich fiir den Schwefelgehalt der 
Grobhirnrinde als Mittelwert von 14 Bestimmungen 0,66 °/o S. 
Diese Resultate stimmen ziemlich gut mit denen von 
Schulz tiberein, der in einem Falle von normalem Grofhirn als 
Mittelwert fiir Hirnschwefel 0,572 °/oS (auch auf trockene Substanz 
berechnet) fand. Zwar hatte er die graue und die weife Substanz 
zusammen verarbeitet und auf ganz andere Weise verascht. Er 
verbrannte nimlich die Substanz im Luftstrom durch eine Rohre, 
die mit einigen mit Salpetersiure iibergossenen Platinrollen be- 
schickt war, indem die Gase in einem Kolben mit aufgefangen 
wurden. Da die weibe Substanz etwas reicher an Schwefel ist 
als die graue,') so diirften meine Resultate darauf hindeuten, 
dafi das Natriumperoxd ein weit geeigneteres Mittel ist, um 
den Schwefel bei Veraschung aufzufangen und zu binden. 
Schwer zu begreifen sind dagegen die Angaben von 
Thudichum, der in seiner bekannten «Chemischen Konstitu- 
tion des Gehirns» (1901, s. 274) von «einer gewissen Menge 


') Thudichum, Die chemische Konstitution des Gehirns, 1901. 
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grauen Gewebes» sagt, «welche fiinfmal mit Weingeist auf- 
gezogen wurde, der in einer Flasche mit Riickflubkiihler tiber 
ihr gekocht worden war.» Der Gewebsriickstand davon wog 
trocken 7,6°/o des frischen Gewebes und in diesem Gewebs- 
riickstand wurde 0,02°/o S (auf trockene Substanz!) gefunden. 
Es miiBte also, um meinen und von Schulz’ Zahlen zu ent- 
sprechen, weitaus der gréfte Anteil des Schwefels allein auf 
das Alkoholextrakt entfallen sein. 

Unter anderem macht Schulz darauf aufmerksam, dali 
«das Gehirnpulver nicht tiber Schwefelsiure, sondern tiber Kalium- 
hydroxyd aufbewahrt werden darf, um Fehler zu vermeiden. » 
Was fiir Fehler es sind, fiihrt er leider nicht auf, trotzdem 
man das Gehirn gewohnlich iiber Schwefelsdure trocknet. Dafiir 
darf ich meinerseits bemerken, daBh auch das Trocknen des 
Gehirnpulvers bei 105—110°, wie es Schulz zuletzt machte, 
kaum zulissig ist. Buglia und Costantino!) haben denn beim 
Trocknen der Muskeln bei 100—102° einen Verlust von Am- 
moniak und einigen alkalisch reagierenden Stoffen konstatiert: 
bei 110-—112° entwichen auch einige sauer reagierende Stofle. 
eine Angabe, die wahrscheinlich auch fiir Grofhirnpulver gilt. 

Obwohl meine Bestimmungen nicht zahlreich sind, so sind 
sie doch umfassend und eindeutig genug, um den Beweis zu 
erbringen, dali die Neutralschwefelvermehrung im Harn bei 
Psychosen mit dem Schwefelgehalt des Gehirns kaum etwas 
zu tun hat. Es ergab sich weiterhin, dafi bei den verschieden- 
artigsten Psychosen die Hirnrinde den gleichen Schwefelgehalt 
aufweist wie im normalen Zustande. Man darf also den Schwefel- 
gehalt des Organs nicht in einen Zusammenhang mit Psychosen 
bringen. Diese auffallend iibereinstimmenden Zahlen der oben- 
stehenden Tabelle veranlaBten mich, die Untersuchung nicht 
fortzusetzen. SchlieBSlich bestatigte auch der Paralysefall die 
Beobachtung von Schulz tiber Schwefelverarmung der an Lues 
erkrankten Organe nicht, was iibrigens dadurch erkliirt werden 
koénnte, daf die Paralyse ja lediglich eine meta- und nicht 
eigentlich luetische Erkrankung ist. 





‘) Diese Zeitschrift, Bd. 86, H. 2. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXIX. 16 








Zur Bestimmung der Alkalien im Blute. 
Von 
Max Federer. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. Dezember 1913.) 


Die vorliegende Mitteilung enthalt nichts prinzipiell Neues, 
sondern soll — bei dem tiblichen Gange der Analyse — nur 
die einzelnen Operationen niéiher schildern, wie sie sich bei 
einer Reihe von Alkalibestimmungen als zweckmabig erwiesen 
haben. 

Man mift in einem kleinen Mefzylinder 20—25 ccm Blut 
ab, wigt auf Milligramme genau, gieft in einen Kjeldahl- 
Kolben von !/2 | Inhalt, wagt zuriick und verascht nach A. Neu- 
mann. Die fertige LOsung wird in eine Platinschale gegossen, 
der Kolben zweimal nachgespiilt. Die quantitative Uberfiihrung 
der zuriickgebliebenen Anteile, die nur noch geringe Mengen 
Schwefelsiiure enthalten, erfolgt direkt in ein Bechergias, das 
fiir die Weiterverarbeitung des Schaleninhaltes beiseite ge- 
stellt wird. 

Die Platinschale wird zunichst aufs Wasserbad gesetzt, 
das (zur Zerstérung der Nitrosylschwefelsiure) zugesetzte Wasser 
vollstiindig verdampft, dann die Schwefelsaéure abgeraucht. Diese 
sonst liistige Operation kann in kurzer Zeit und ohne standige 
Beaufsichtigung erfolgen, wenn man die Schale auf ein Ton- 
dreieck setzt, das auf einem durch einen Bunsenbrenner zur 
Rotglut erhitzten Drahtnetze ruht. Verluste durch Verspritzen 
sind dabei nicht zu befiirchten. Ein gar zu rasches Abrauchen 
ist nur deshalb zu vermeiden, weil dann die Schwefelséure 
eventuell tiber den Rand der Schale kriecht. 

Das Ende der Operation wird beobachtet und mit dem 
Krhitzen aufgehért, wenn die Nebelentwickelung schwacher 
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wird, bevor also die letzten Reste der Schwefelsdure verjagt 
sind. Verfiihrt man genau so, dann erfolgt bei Wasserzusatz 
zu dem erkalteten Riickstande und Erwiirmen auf dem Wasser- 
bade klare Lésung, wahrend nach dem volligen Abrauchen 
der Siure — bei dem auch oft Substanzverlust durch Ver- 
spritzen eintritt — das zuriickbleibende Salzgemisch sich nur 
schwer und nur durch Kochen mit Salzsiiure lést. 

Man spiilt nun den Inhalt der Schale in das oben er- 
wihnte Becherglas, fallt den Rest der Schwefelsiure mit Baryum- 
chlorid in der Hitze, laBt den Niederschlag absetzen und ver- 
setzt, sofern bei weiterem Zusatz von Baryumchlorid keine 
Triibung erfolgt, mit alkalifreiem Barytwasser bis zur stark 
alkalischen Reaktion. Der Eintritt der letztern gibt sich auBer- 
lich dadurch zu erkennen, dal der feine, weife Niederschlag 
von Baryumsulfat durch ausgeschiedenes Eisenhydroxyd braun- 
lich gefairbt und grobflockig wird und sich rasch absetzt. 

Man 1aBt iiber Nacht stehen, filtriert, wascht mit kaltem 
Wasser, fallt im Filtrate Baryt und Kalk mit Ammoniak und 
Ammoniumcarbonat!) in der Warme, filtriert nach 12 Stunden 
die abgeschiedenen Carbonate ab, wiascht wieder mit kaltem 
Wasser und dampft das Filtrat —- zunichst in einer Porzellan- 
schale, dann in einer Platinschale — ein. Den Riickstand 
trocknet man zuniichst einige Zeit auf dem Wasserbade, dann 
in der Weise, dafii die vermittelst eines ‘Tondreiecks auf dem 
Ringe eines Stativs ruhende Platinschale aus einer Entfernung 
von ca. 10 cm einem durch einen Bunsenbrenner erhitzten 
Eisenblech (oder in Ermangelung eines solchen einem umge- 
kehrten leeren Sandbad) durch Herunterschrauben des Ringes 
langsam geniihert wird, bis Blech und Ring sich beriihren. 
Dabei verfliichtigen sich die Ammonsalze schon zum Teile, zur 
vollstaindigen Entfernung derselben wird die Schale schlieBlich 
mit dem — stiandig bewegten — Bunsenbrenner zur schwachen 
Rotglut erhitzt. 


') Es empfiehlt sich, bei Vergleichsanalysen mit abgemessenen, 
gleichen Quantititen beider Reagentien zu arbeiten, da sie meistens etwas 
kieselsiiurehaltig sind, und ein Teil der Kieselsiure mit den Alkalien 
zur Wagung gebracht wird. 

16* 
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Der Rickstand wird mit wenig Wasser aufgenommen, die 
Liosung von kohligen Verunreinigungen, die von dem verwen- 
deten Ammoniak herriihren, abfiltriert, und die Reinheit der 
Alkalicarbonate dadurch erwiesen, da’ ein Tropfen Ammon- 
carbonat nicht die geringste Triibung hervorruft. (Sollte 
diese doch erfolgen, dann muff man nochmals mit Ammoniak 
und Ammoncarbonat versetzen, filtrieren, abdampfen, die Am- 
monsalze verjagen und nochmals priifen. Bei exaktem Arbeiten 
ist das aber niemals notig.) 

Nach Zusatz von einigen Tropfen Salzsiure wird ein- 
gedampft, die Alkalichloride werden wie die Carbonate getrocknet, 
schliehlich mit dem bewegten Bunsenbrenner direkt, aber — 
wegen der Leichtfliichtigkeit des Kaliumchlorids — nur so weit 
erhitzt, dafi die Platinschale nicht gliihend wird. Dabei ist es 
zweckmibig, diese anfangs durch eine auben glasierte Porzellan- 
schale bedeckt zu halten, da die Alkalichloride oft auch nach 
sehr sorgfiiltigem Trocknen beim Erhitzen dekrepitieren. 

Nach dem Erkalten im Exsikkator werden die Chloride ge- 
wogen, zur Bestimmung des Kaliums in wenig Wasser gelost und 
die Losung mit Platinchlorid versetzt. Fir je 0,1 g der zur Wagung 
gebrachten Chloride sind mindestens 3 cem einer 10°/oigen 
Platinchloridldsung erforderlich, oder 1,7 ccm einer Lésung, 
die 10 g Pt im Liter enthilt. Man dampft bis fast zur Trockene 
ein, nimmt mit 80°/oigem Alkohol auf, zerdriickt die Salzmasse 
mit einem abgeplatteten Glasstabe, dekantiert auf ein gewogenes 
Filter und wiederholt die Behandlung des Riickstandes mit 
80°/oigem Alkohol, Zerdriicken mit dem Glasstabe und Dekan- 
tieren, bis der Alkohol farblos ablauft. Dann wird noch einige- 
mal nachgewaschen, bei 110° getrocknet und gewogen. 

Die Behandlung mit Platinchlorid muf in einem ammoniak- 
freien Raume vorgenommen werden. 

Treadwell schreibt zur Trennung des Kalium- und Na- 
triumplatinchlorids absoluten Alkohol vor. So ausgezeichnet 
und vertrauenswiirdig sonst das Handbuch von Treadwell 
ist, kann ich mich in diesem Punkte seinen Angaben nicht 
anschlieBen und méchte empfehlen, 80°/oigen Alkohol vorzu- 
ziehen. Das Natriumplatinchlorid mit absolutem Alkohol voll- 
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stindig herauszuldsen, ist auferordentlich schwierig und der 
Gehalt an Kalium wird zu hoch gefunden. Ubrigens schreiben 
auch Rose-Finkener und Fresenius 80°/yigen Alkohol vor. 
H. Fresenius und Paul H. Brinton?) erhalten nach den an- 
gefiihrten Beleganalysen auch mit 96°/oigem Alkohol sehr gute 
Resultate, empfehlen aber die Anwendung eines solchen von 80°/o. 

SchlieBlich sei mir noch eine Bemerkung beziiglich der 
Aufarbeitung der Platinrtickstinde gestattet. Dieselbe erfolgte mit 
einigen Modifikationen nach Treadwell (qualitative Analyse). 

Die Niederschlage von Kaliumplatinchlorid wurden in 
heifem Wasser geldst, eingedampft, dann in demselben Gefiibe 
die alkoholischen Filtrate zur Trockene gedampft. Da dabei 
stets teilweise Reduktion zu metallischem Platin erfolgte, wurde 
der Riickstand mit Konigswasser behandelt, die Lésung wieder 
eingedampft, mit Wasser aufgenommen, filtriert und mit ameisen- 
saurem Natrium und Soda versetzt. Nach kurzem Erwiérmen 
auf dem Wasserbade scheidet sich das metallische Platin in 
Form eines schweren, leicht filtrierbaren Pulvers vollstindig 
ab. Man filtriert und wiascht mit Salzsiure, dann mit Wasser 
vollstandig aus. 

Das in einem Porzellantigel gegliihte und gewogene Platin 
wird in Salzséiure und wenig Salpetersaure geldst, die Salpeter- 
siure durch abwechselndes Abdampfen mit Salzsiiure und Wasser 
vollstindig vertrieben, die Lésung schlieflich mit Chlorgas ge- 
sittigt, eingedampft und auf das gewiinschte Volumen auf- 
gefiillt. 


') Zeitschrift fiir analyt. Chemie, 1911, Bd. 50, 5. 21. 








Untersuchungen iiber die Cerebroside des Gehirns. 
IV. Mitteilung. 


Von 


H. Thierfelder. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tibingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4, Januar 1914.) 


Den Gegenstand dieser Mitteilung, welche sich an meine 
letzte Veroffentlichung!) anschlieBt, bilden die leichter lis- 
lichen Anteile des Barytacetoncerebrosidgemenges,?) welche 
nach Abtrennung der Cerebron- (Phrenosin-) und Kerasin- 
fraktion zuriickbleiben. 

Zur Entfernung dieser beiden Fraktionen wurde das in 
der beschriebenen Weise erhaltene, phosphorfreie Cerebrosid- 
gemenge in 75 °/o Chloroform enthaltendem Methylalkohol gelost, 
die beim Stehen entstandene Abscheidung (Cerebron u. Phreno- 
sin) abfiltriert, das Filtrat mit dem gleichen Volumen Methyl- 
alkohol versetzt, die Fillung abgesaugt, das Filtrat auf 0° 
abgekiihlt und der entstandene Niederschlag ebenfalls entfernt. 
Diese beiden Abscheidungen enthielten 19,49 und 19,01 °/o 
Galaktose und bestanden jedenfalls in der Hauptsache aus 
Kerasin. 

Das Filtrat enthalt die leichter léslichen Anteile. Es wurde 
durch fortgesetztes Konzentrieren und Abfiltrieren der einzelnen 
Ausscheidungen sowie durch Losen einiger dieser Fraktionen 
in 75°/o Chloroform enthaltendem Methylalkohol und successives 
Fallen mit Methylalkohol weitgehend fraktioniert. Dabei lieBen 
sich noch cerebron- und kerasinreiche Anteile abtrennen. Die 
(abgesehen von diesen letzteren) sich zuerst abscheidenden und 
leichter fallbaren Fraktionen enthielten 9,9—11,4°/o Zucker, *) 
die leichter léslichen und schwerer fallbaren 11,7—14,7°/o. Die 
Abscheidungen der ersteren aus methylalkoholischer Lésung er- 
schienen bei der mikroskopischen Betrachtung als weibe knollige 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. 85, S. 35. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 85, S. 40. 
*) Hier wie in allen spateren Bestimmungen als Galaktose berechnet. 
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Gebilde, die der letzteren als dunkle, aus radiir gestellten 
Nadeln bestehende Rosetten und Knollen mit weifen Einlage- 
rungen. Auf Grund des Zuckergehaltes und des mikroskopischen 
Bildes wurden die schwerer léslichen miteinander vereinigt 
(Fraktion B) und ebenso die leichter ldslichen (Fraktion A). 
Die Mutterlaugen schieden bei vorsichtigem Einengen auf dem 
Wasserbade bei etwa 35° ein Ol ab, welches noch nicht be- 
arbeitet worden ist. 

Die weitere Untersuchung der Fraktionen A und B ergab, 
daB in beiden Gemenge vorlagen von Cerebrosiden mit einem 
Zuckergehalt, welcher dem des Cerebrons und Kerasins nahe 
kommt, und von zuckerfreier Substanz. 


Fraktion B. 

Ihre Menge betrug 19,6 g. Sie wurde in Athylacetat heif 
gelost, der beim Abkiihlen entstehende Niederschlag abgesaugt, 
das Filtrat eingeengt, der Rtickstand getrocknet. Er enthielt 
2,45 °/o Zucker. Die abgesaugte Masse extrahierte ich 6 mal nach- 
einander mit Athylacetat bei 40—50° unter starkem Schiitteln 
und liste sie dann in kochendem Athylacetat. Von den Ab- 
scheidungen, die beim Erkalten der 6 Ausziige auftraten, wurden 
je 2 gemeinsam abgesaugt (a, b, c), getrocknet und in der 
friiher beschriebenen Weise der Zuckerbestimmung nach Ber- 
trand unterworfen. Dasselbe geschah mit der Abscheidung 
aus der heifien Losung (d), mit dem Trockenrickstand der 
vereinigten Mutterlaugen von a, b und c (M a b c) und dem 


Trockenrtickstand der Mutterlauge von d (M d). 
———————— EEE —————————————————————————— eee 








Menge |Fiir Bestimmung) kmn0, )| Cu Zucker 
'benutzte Menge 
g | g ccm | mg mg | %/o 
a 39 | — 0,0993 0,66 | 646] 3,35 | 3,37 
b 26 | — 0,0985 211 | 20,66] 10,72 | 109 
c 1,88 | 0,0980 3,46 | 33,88] 17,83 | 18,2 
d 6,8 0,1004 3,46 | 33,88] 17,83 | 17,8 
Mabc 16 | 0,1046 067 | 63 | 33 32 
Md 0,32 | 0,1045 097 | 95 4,9 4,7 














!) Faktor 9.793. 





23% H. Thierfelder. 


Durch Wiederholung des Verfahrens mit einzelnen dieser 
Unterfraktionen lieBen sich aus b 0,75 g mit 18,8°/o, 1,4 ¢g 
mit 8,05°/o und 0,45 g mit 3,9°/o Zucker isolieren, aus c und d 
noch kleine Mengen mit niedrigem Zuckergehalt abtrennen. 

Ks wurden nun die zuckerreichen Praparate (18—19°/o 
Zucker) miteinander vereinigt und ebenso die zuckerarmen 


(3—H/o). 


Der zuckerreiche Teil von B. 


Seine Menge betrug 8,6 g. Er wurde nochmals in 1500 ccm 
Athylacetat hei® gelést. Nach dem Erkalten fand sich am 
Koden eine reichliche Abscheidung, die dariiber stehende Flissig- 
keit war von einer feinen Triibung erfiillt, die sich auch beim 
Stehen nicht absetzte. Nach dem Absaugen lag sie als feste 
gelbe Schicht auf dem Boden der Nutsche, gut trennbar von 
der locker dariiber lagernden weifen. Beide Schichten wurden 
einzeln getrocknet, gewogen und der Zuckerbestimmung unter- 
worfen, desgleichen der Trockenriickstand der bei mabiger 


Wirme eingeengten Mutterlauge. 


























. ' Fiir Bestimmung | ) , 
Menge, benutzte Menge | KMnQ, ') | Cu nel 
g | g | ccm | mg | mg | Jo 
Gelbe 1.39 (0.0900 | 3,33 3261 17,16 | 19,07 
Schicht | °** - | oo 
woite | 668 0,0944 3,40 | 33,80} 17,53 | 18,57 
Schicht ' 
Riickstand | 
der Mutter-| 0,56 | 0,0974 1,78 17,43 9,03 | 9,27 
lauge | 





Es war also noch eine kleine Menge zuckeriérmerer Sub- 
stanz abgetrennt worden. Die gelbe Schicht erschien nicht ein- 
heitlich und ist noch nicht weiter untersucht worden, die weibe 
aber machte einen bessern Eindruck und das Verhalten bei der 
weiteren Behandlung schien ihn zu bestatigen. 

Sie (6,5 g) wurde in 400 ccm 10°/o Chloroform haltigem 
Methylalkohol gelést. Die Abscheidung beim Abkiihlen erfolgte 


') Faktor 9,793. 
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in Form einzelner, locker an den Wandungen haftender Warzen. 
Sie wurde nach 14 Tagen abgesaugt und getrocknet (a). Das 
Filtrat lieferte nach starker Konzentration eine weitere Ab- 
scheidung (b), das Filtrat von dieser, nach Einengen zuerst 
auf dem Wasserbad, dann im Vakuum, einen Trockenriick- 
stand (c). a und b wurden nochmals aus demselben Lésungs- 
mittel umkrystallisiert. Die Abscheidungen erfolgten in Form 
der gleichen Warzen (a® und b4), und ganz dasselbe Aus- 
sehen zeigten die Abscheidungen aus der eingeengten Mutter- 
lauge von a® (a)). 

Die Tabelle bringt die Menge und den Zuckergehalt der 
einzelnen Priparate. 
































| Menge | Zucker | | Menge | Zucker 
| g | */o | g | fo 
| | aa | 378 | 1843 
a | 484 | 18,5 a ea | ; 
| a | ),86 | 18,94 
b | 1,24 19,38 b | o7 &'| 18,72 
e | 0,47 | 18,91 | _ | — 
KMn0O,‘) Cu Zucker 
a 00,0866 ¢ 3,13 ccm 30,54 mg 16,02 mg 18,5°/o 
b 0,0855 > 3,23» 31,52 > 16,57 > 19,38 Jo 
© 0,0873 » 392» 31,42 > 16,51 » 18,91 Jo 
a* 0,0847 > 305 > 29,76 » 15,61 >» 18,43 Jo 
ab 0,0922 » 340 >» 33,18 » 1746 > 18.94% 
ba 0,0834 » 3.05 » 29.76 >» 15,61 > 18,72 Jo 


Die Priparate a® und a> wurden auf ihr optisches Ver- 
halten gepriift und zwar a4 in 6°/oiger, a> in 4°/oiger L6ésung 
in 75°/o Chloroform enthaltendem Methylalkohol im 10 em- 
Rohr bei 50°. Es lieB sich keine Drehung feststellen. 

Die Analysen der Préparate a®, b@ und a> ergaben 
folgende Zahlen: 














T eeneeeenel 
| aa | ab | ba 
C | 70,71 70,58 70,30 | 70,18 
H | 11,35 11,26 1103 | 11,16 
N | 1,90 - — | — 





ee 


1) Titer 9,759. 
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a2 
0,0948 g gaben 0,2458 g CO, u. 0,0968 g H,O = 70,71°%o C u. 11,35°/o H 
00951 > » O0,2461> » » 0,0964> » == 70,58°%o » » 11,26% » 


0,1936 g  » 3,12 ccm N bei 16° und 769 mm B. = 1,90°/o N. 


ab 
0,0869 g gaben 0,2240 g CO, u. 0,0863 g H,O = 70,30°/o Cu. 11,03 %o H. 
b? 


0,0881 g gaben 0,2267 g CO, u. 0,0885 g H,O = 70,18°%o C u. 11,16 H. 

Die Werte stimmen so ziemlich mit den fiir die Kerasin- 
fraktion gefundenen') tiberein. Eine Spaltung dieses Cerebro- 
sids ist noch nicht ausgeftihrt worden. 


Der zuckerarme Teil von B. 


Seine Menge betrug 6 g. Aus ihm mit Hiilfe von Athyl- 
acetat zuckerfreie Praparate zu erhalten gelang nicht. Nach 
mancherlei vergeblichen Versuchen erwies sich 10°/o Chloro- 
form enthaltender Methylalkohol hierfiir geeignet. Etwa 5 g 
wurden in 350 ccm gelést. Die beim Erkalten langsam er- 
folgende Abscheidung (a) wurde abgesaugt, das Filtrat ergab | 
nach dem Einengen eine neue Abscheidung (b) und die Mutter- 
lauge von dieser einen Trockenriickstand (c). 























| | Fir Bestimmung | 

_ Menge | henutzte Menge KMnO,?); Cu Zucke1 

| g | g ccm mg mg Jo 
a | 33 | 0,0939 2Tropfen| — — 0 
b | 41,61 0,0921 1,06 10,38 | 5,38} 58 
ce | 039 | 0,0923 1,7 16,65 | 8,63 | 9,35 


Uber die weitere Bearbeitung der so erhaltenen zucker- 
freien*) Substanz siehe S. 241. 


Fraktion A. 


Ihre Menge betrug 10,2 g. Das bei der Fraktion B be- 
nutzte Verfahren mit Athylacetat fiihrte auch hier zur Trennung 


1) a. a. O., S. 49. 

*) Faktor 9,793. 

5) Bei der Spaltung gréferer Mengen lief sich ein ganz geringer 
Zuckergehalt feststellen; siehe spater. 
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in zuckerreichere und zuckeradrmere Anteile. Aus den vereinigten 
zuckerreicheren gelang es 4,55 g mit 20,16°/o Zucker zu er- 
halten. 
0,1027 g 4,0 ccm KMnQ,') 39,17 mg Cu 20,70 mg Zucker 20,16°/o Zucker. 
Doch machte die Substanz keinen einheitlichen Eindruck. 
Sie ist noch nicht weiter untersucht worden. Die zuckeriirmeren 
Priparate (2,4 g) enthielten 2,6—5,3°/o Zucker. Sie wurden 
in 10°/o Chloroform haltigem Methylalkohol gelist, die beim 
Erkalten entstandenen Abscheidungen abfiltriert und nochmals 
aus demselben Losungsmittel krystallisiert. Die jetzt erhaltene 
Menge betrug 0,86 g. Sie war praktisch zuckerfrei (0,0927 g 
verbrauchten nach der Spaltung nur 2 Tropfen Kaliumpermaa- 
ganatlosung bis zur starken Rotfarbung) und verhielt sich makro- 
skopisch und mikroskopisch genau wie das aus der Fraktion B 
erhaltene Praparat. 


Die zuckerfreie Substanz. 


Die aus den beiden Fraktionen A und B erhaltenen zucker- 
freien Priiparate verhielten sich ganz gleich. Sie reagierten 
neutral. Im Schmelzrodhrchen erhitzt nahmen sie bei etwa 80° 
eine feuchte Beschaffenheit an und schmolzen einige Grade 
héher. In 4,6°/oigen Lésungen in heiBem Athylacetat erfolgten 
nach gleicher Zeit Ausscheidungen von gleichem Aussehen. 
Das makroskopische Bild zeigte runde Scheibchen mit Rissen, 
radiar gestreift; oft ragten diese Streifen in Form von Strahlen 
tiber die Peripherie hinaus. Die Scheibchen lagen einzeln oder 
beriihrten sich und waren dann abgeplattet. Aus 4,6°/oigen L6- 
sungen in 10°/o Chloroform enthaltendem Methylalkohol schieden 
sie sich ebenfalls gleich aus und zwar in Gebilden, die bei der 
mikroskopischen Betrachtung in ihrer héckerigen Oberflache an 
Himbeeren erinnerten, und desgleichen aus 4,6°/oigen absolut 
alkoholischen Lisungen. 

Eine 8 °/o ige Lésung in 75 °/o Chloroform enthaltendem 
Methylalkohol drehte im 10 cm-Rohr bei 20° — 0,27°. |[alp 
also — 3,38°. 





') Faktor 9,793. 
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H. Thierfelder. 


Die Analyse der im Vakuum und dann bei 50° getrock- 
neten Praparate ergab folgende Werte: 

















Priparat aus Fraktion B | Praparat aus Fraktion A 
Oe ose al 76,72 | 76,98 76,53 | 76,73 
re er 1251 | 12,79 12,57 12,50 
BoxiSiacseaw 2.3 | 2,21 — | — 








Praparat aus B. 

0,0974 g gaben 0,2740 g CO, u. 0,1104 g H,O = 76,72%o C u. 12,51% H 
0.1037 » » 0,2927> » » 0,1194> » = 76,98%o » » 12,79%o >» 
0,1698 » » 3,4 ccm N bei 18° und 756mm C = 2,3°%o N. 

0,2877 » verbrauchten nach Kjeldahl 4,55 ccm "10-Séure = 2,21°/o N. 

Priparat aus A. 

0,0845 g gaben 0,2371 g CO, u. 0,0956 g H,O = 76,53°o C u. 12,57°%o H 
0,1018 >» » 0,2864> >» » 01145> » = 76.73% » » 12,50% >» 

Spaltung. Es wurden 2 Spaltungsversuche mit je 1 g 
gemacht und zwar genau in der friiher beim Cerebron und 
Kerasin beschriebenen Weise.!) Es trat auch hier wie bei 
der Kerasinspaltung Triibung und Olbildung auf, die sich auf 
Zusatz von schwefelsaéurehaltigem Methylalkohol bis zu einem 
gewissen Grade beseitigen lief, aber doch nicht ganz voll- 
stiindig, so dafs, trotzdem 50 ccm zugefiigt wurden, die Lésung 
schlieBlich nicht ganz blank war. Die beim Erkalten auftre- 
tende Abscheidung wurde abfiltriert und ausgewaschen. 

a) Das Filtrat verhielt sich genau so wie das entspre- 
chende bei der Kerasinspaltung erhaltene: Triibung auf Zusatz 
von Wasser, die sich bei weiterem Zusatz vollig verlor, um 
beim Erhitzen in reichlichem Mai wiederzukehren und dann 
abermals zu verschwinden. Das Einengen wurde fortgesetzt, 
bis eine Olige Abscheidung entstand; nach dem Erkalten filtriert. 

a) Die Abscheidung wog getrocknet 0,6205 bezw. 
0,6360 g. Aus beiden zusammen wurden durch Umkrystalli- 
sieren aus absolutem Alkohol 0,77 g erhalten, welche die charak- 
teristischen Formen des Sphingosin- und Dimethylsphingosin- 
sulfats zeigten und aus der Mutterlauge 0,041 g eines Chlorids, 
welches genau wie Sphingosinchlorid krystallisierte. Das Aus- 


1) a. a. O., S. 37 und 49. 


a " 
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sehen dieser Salze, ihr ganzes Verhalten, so z. B. auch das 
Auftreten der elastischen Beschaffenheit beim Absaugen des 
Sulfates, schlossen jeden Zweifel, dali hier Sphingosin vorlag, 
aus und machten eine Analyse unndtig. 

B) Von den Filtraten wurde nach vorangegangener 
Neutralisation das eine auf 55, das andere auf 50 cem eingeengt. 


20cem des ersteren verbrauchten nach Bertrand 0,37cemKMn0O, 
= 3,6 mg Cu = 1,88 mg Zucker. 

20. ccm des zweiten verbrauchten nach Bertrand 0,36 cemKMnO, 
= 3,51 mg Cu = 1,82 mg Zucker. 

Es waren also 0,517 bezw. 0,455°/o Zucker gefunden 
worden. Diese kleine Menge ist natiirlich nicht als konsti- 
tuierender Bestandteil zu betrachten. Sie gehdrt beigemengtem 
Cerebrosid an und entspricht 2—3°/o Cerebrosid. 

b) Die Abscheidung léste sich véllig in Ather (die 
dtherische Losung gab mit methylalkoholischer Kalilauge keine 
Fallung, enthielt also keine Saure), der Atherriickstand wog 
getrocknet 0,446 bezw. 0,4475 g. Beide Riickstiinde wurden 
vereinigt und durch dreiviertelstiindiges Kochen mit methyl- 
alkoholischer Kalilauge verseift. Die zuriickgewonnene Siure 
wurde aus Aceton zweimal umkrystallisiert und analysiert (1). 
Sie schmolz bei 78—79°. Nach weiteren Reinigungsversuchen 
und Krystallisation aus Aceton wurde eine zweite Analyse 
ausgefiihrt (2). Der Schmelzpunkt lag wieder bei 78—79°. 
Diese beiden Priiparate habe ich auch titriert, ebenso das 
Praiparat 1 nach der ersten Krystallisation aus Aceton (3). 











i | =. | & Cy ,HyeOv 
Maar « «x4 78,01 77,64 ant 78,18 
a 13,38 13,24 | — | 13,13 
Molekulargewicht 371 3741) | 367 &| 3684 


1. 0,0745 g gaben 0,2151 g CO, u. 0,0897 g H,O = 78,01°/o C u. 13,38°/0 H. 
0,1565 » verbrauchten 4,22 ccm /10-Lauge. 

2. 0,0928 g gaben 0,2642 g CO, u. 0,1106 g H,O = 77,64°/o C u. 13,24°%)0 H. 
0,0644 » verbrauchten 1,72 ccm /10-Lauge. 

3. 0,3030 » > 8,25 >» > 





1) Fiir diese Bestimmung standen nur 0,0644 g zur Verfiigung. 
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Fiir eine vollige Reinigung reichte das Material nicht aus. 
Immerhin sprechen die analytischen Daten dafiir, daB es sich 
um die Saéure C,,H,,O, handelt, welche von mir als Spaltungs- 
produkt des Kerasins aufgefunden') und die dann auch von 
Levene?) isoliert und als Lignocerinséiure angesprochen worden 
ist. Die von mir gewonnene Saure schmolz bei 77—78°. Ob 
in der Acetonmutterlauge noch andere Sauren vorhanden waren, 
muff dahingestellt bleiben. 

Acetylverbindung. Die Substanz wurde mit der 10- bis 
20fachen Menge Essigsiureanhydrid 3 Stunden im kochenden 
Wasserbad erhitzt und die beim Erkalten und auf Zusatz von 
Alkohol ausfallende Masse abgesaugt, mit Alkohol gewaschen 
und in heiBem Alkohol gelést. Beim Abkihlen der heif filtrierten 
Fliissigkeit erfolgte die Abscheidung in charakteristischer und 
bei jedem einzelnen Versuch gleicher Weise: es bildeten sich 
an der Oberfliche und am Boden runde Scheibchen, welche 
wuchsen und allmiéhlich die ganze Flissigkeit erfiillten. Mikro- 
skopisch sah man rundliche Kliimpchen dicht aneinandergefiigt 
zu traubenformigen Gebilden. Die Kliimpchen bestehen wohl 
aus radiiir gestellten Nadeln, doch ist ihre Struktur nicht mit 
Sicherheit aufzulésen. Der Schmelzpunkt lag bei 104°. 

Die Analyse der im Vakuum getrockneten Substanz*) er- 
gab folgende Werte. Das Priparat 1 stammt aus Fraktion B, 
Priiparat 2 aus Fraktion A. 














| ! 
Ci... — 73,91 | 74,47 
ae ery | 11,79 11,79 
goal ae ae oe | 221 _ 
1. 0,0872 g gaben 0,2363 g C,O u. 0,0925 g H,O = 73,91°/o C u. 11,79 °%/o H 
0,1560 » >» 295 com N bei 16° und 764 mm B. = 2,21°/o N. 


2. 0,0813 > » 0,2220 g CO, u. 0,0863 g H,O = 74,47°%o C u. 11,79 %o H. 
Zur Bestimmung der eingetretenen Acetylgruppen wurde 
die Substanz mit 6—8 cem Methylalkohol und 10 cem ®Js- 


) a. e O., & BF. 
*) Journ. of Biol. Chem., V. 15, p. 359 (1913). 
3) Beim Erwarmen im Trockenschrank bis auf 80° erfolgt keine 


Gewichtsabnahme. 


} 
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methylalkoholischer Kalilauge 2 Stunden am _ Riickflufkiihler 
auf dem Wasserbade erhitzt, darauf mit "/10-H,SO, zuriicktitriert. 

Von Priparat 1 wurden fiir 0,0234 g 19,33 cem "/10- 
Siiure verbraucht = 17,26°/o Essigsiure; von Priaparat 2 fiir 
0,1253 g 16,33 cem = 17,67°/o Essigsiiure. 

Nachdem sich gezeigt hatte, daB Cerebron und Kerasin 
in Alkohol leicht ldsliche Acetylderivate geben,!) habe ich auch 
die zuckerarmen Priiparate, welche bei der Gewinnung der 
zuckerfreien aus den Fraktionen A und B abgefallen waren, 
acetyliert. Aus den Reaktionsprodukten liefen sich mittels 
Alkohol Acetylverbindungen gewinnen, welche mit den_ be- 
schriebenen in Loéslichkeit und charakteristischer Art der Ab- 
scheidung iibereinstimmten, aber bei 102° schmolzen. Bestim- 
mungen der Acetylgruppen, die an drei derartigen Priiparaten 
verschiedener Darstellung in der oben angegebenen Weise vor- 
genommen wurden, ergaben folgende Werte: 


0,1042 g verbrauchten 16,89 cem "/10-Séiure = 18,0 °/o Essigsiiure 
0,1282 » » 16,25 » > = 17,64°/o > 
0,1301 » 16,25 » > = 17,38 °/o 

Die aus der Acetylverbindung wiedergewonnene Substanz 
(0,2 g) wurde mit methylalkoholischer Schwefelsiéure gespalten. 
Ks gelang sowohl Sphingosin-(und Dimethylsphingosin-)sulfat 
zu isolieren als auch eine Siure, diese aber nur in einer Menge 
von 0,0256 g. Sie verbrauchte bei der Titration 0,73 ccm 
"/1o-Alkali. Das entspricht einem Molekulargewicht von 351. 
Diese Bestimmung kann natiirlich wegen der kleinen Quan- 
titat der Substanz keine ganz genaue sein und nur einen 
orientierenden Wert haben. Auch eine geringe Menge redu- 
zierender Substanz lieB sich nachweisen (0,6°/o). Das ist auf- 
fallend, erkliirt sich aber wohl daraus, daB die Acetylverbindung, 
aus der die fiir die Spaltung benutzte Substanz zuriickgewonnen 
wurde, zum Teil aus einem Material stammte, welches noch 
mehrere Prozente Zucker enthielt. 

Auf Grund aller Feststellungen komme ich zu der An- 
sicht, dai in der untersuchten Substanz noch nicht ganz reines 


') Siehe nichste Abhandlung. 
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‘zuckerfreies» Cerebrosid vorliegt: eine Verbindung von 
Sphingosin mit Kerasinséure oder ein Gemenge von 
Verbindungen von Sphingosin mit verschiedenen Fett- 
siuren von der Gréfenordnung der Kerasinsiure. 

Die folgende Tabelle enthélt die bei der Analyse der 
Substanz und ihres Acetylderivates gefundenen Zahlen zusammen 
mit den Werten, welche Sphingosin-Kerasinsaure und Diacetyl- 
sphingosin-Kerasinsiiure verlangen. 


























, | | Sphingosin- 
| | Kerasinsaéure 
| | 
C 76,72 | 76,98 76,53 | 76,73 | 77,40 
H 12,51 | 12,79 | 12,57 | 12,50 | 12.85 
N 2 | ee me 2.2 
| | Diacetyl-Sphingosin- 
| | _ Kerasinsaure 
| | 
C 391 |7447| — | — 75,08 
H 90 460] = | + a 11,91 
N oe i | oe tw - 1,95 
Essigsiure 17,26 | 17,67 18,0 | 17,64 | 17,38 16,68 


Trotz der ungeniigenden Ubereinstimmung zwischen den 
gefundenen und berechneten Werten ist wohl keine andere 
Auffassung von der Natur der Substanz als die oben aus- 
gesprochene mdglich. Eine exaktere Bearbeitung scheiterte 
leider an der geringen Menge des Materials. 

Thudichum!) gibt an, aus Cerebrosid den Zuckerkom- 
ponenten abgespalten zu haben. Er nannte die Substanz 
Asthesin und erhielt sie, indem er ein Cerebrosidgemenge mit 
Wasser und dann mit starker Schwefelsiiure kochte, die Masse 
von Schwefelsiure befreite und mit heifem Alkohol auszog. 
Von dem beim Erkalten des heiBfiltrierten Auszugs entstehenden 
Abscheidungen liste sich ein Teilin Ather. Aus der konzentrierten 
fitherischen Losung destillisierte das Asthesin. Auf die Ab- 


') Ninth Annual Report of the Local Government Board 1879—80, 


Supplement p. 161, London 1880. 
Die chemische Konstitution des Gehirns, S. 197, Tiibingen 1901. 
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wesenheit von Zucker in diesem Priiparat schliebt Thudichum 
aus dem Ausbleiben der Pettenkoferschen Reaktion, auf das 
Vorhandensein von Sphingosin und Fettsiiure aus dem Auf- 
treten dieser Reaktion nach Zusatz von Zucker. Eine Spaltung 
wurde nicht ausgefiihrt. DieAnalyse ergab 74,83 °/o C, 12,73 °/o H 
und 2,35°/o N. Thudichum gab dem Asthesin die Formel 
C,,;HggNO; (welche 76,14 °/o C, 12,61°/o H, 2,54°/o N verlangt) 
und welche er erhielt, indem er von seiner Phrenosinformel 
C,H,,.0; abzog. 

Man konnte daran denken, den von Thudichum einge- 
fiihrten Namen fiir die Verbindungen von Sphingosin mit Fett- 
siiuren zu verwenden, diese also als Asthesine zu bezeichnen. 
Es erscheint das aber nicht zweckmibig, da dieser Name die 
Vorstellung von basischen Eigenschaften erweckt, welche diesen 
Substanzen nicht zukommen. 

Es erhebt sich schlieBlich die Frage, ob die von mir iso- 
hierte zuckerfreie Substanz als eine im Gehirn priformierte 
oder als ein Kunstprodukt, entstanden durch Abspaltung des 
Zuckers wiihrend der Verarbeitung, anzusehen ist. Ich werde 
diese Frage experimentell priifen, bin aber zuniichst mit Riick- 
sicht auf die grobe Widerstandsfihigkeit der Cerebroside gegen 
Barytwasser der Meinung, daB sie schon im frischen Gehirn 
vorhanden ist. Es wire dann das Gehirn auf ein Ferment zu 
untersuchen, welches Zucker aus Cerebrosiden abzuspalten 


vermag. 
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Untersuchungen iiber die Cerebroside des Gehirns. 
V. Mitteilung. 


Von 


H. Thierfelder. 





‘Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Januar 1914.) 


Acetylcerebron. 


Kine Menge von 2 g krystallisiertem Cerebron wurde 
mit 20 cem Essigsiureanhydrid versetzt und durch Erhitzen 
in Lésung gebracht, die LOsung nach Zufiigen von 2 g wasser- 
freiem Natriumacetat eine halbe Stunde am Riickflufkiihler 
gekocht, das Reaktionsprodukt in einen Scheidetrichter tiber- 
gefiihrt, mit Ather versetzt und unter Schiitteln und Abkiihlen 
unter der Wasserleitung mit Natronlauge bis zur alkalischen 
Reaktion versetzt. Die atherische LOsung wurde durch Schiitteln 
mit Wasser von der Natronlauge vollig befreit, durch ein 
trockenes Filter filtriert und verdunstet, der Riickstand mit 
wasserfreiem Ather aufgenommen, die itherische Lisung wieder 
filtriert und verdunstet. Der Riickstand war in Wasser un- 
lislich, in allen andern Fliissigkeiten, die versucht wurden 
(Alkohol, Methylalkohol, Aceton, Ather, Petrolither, Essigather, 
Chloroform, Eisessig, Benzol, Toluol, Pyridin, Chinolin), schon 
in der Kalte leicht léslich. Um ihn in einen pulverisier- 
baren Zustand iiberzufiihren, brachte ich ibn in konzentrierter 
iitherischer L6sung in einem Becherglase unter eine evakuier- 
bare Glocke und pumpte diese aus. Der Inhalt des Becher- 
glases schéiumte heftig auf und lief sich nun nach dem 
Trocknen im Vakuum pulverisieren. Die Substanz war weif, 
begann bei 31° feucht zu werden, wurde aber erst bei 40—41° 
ganz f{lissig. 

Kine 10,1°/oige L6sung in 75°/o Chloroform haltigem Methyl- 
alkohol drebte im 10 cm-Rohr bei 17° — 0,31°. [a], also 
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Nach dem Trocknen im Vakuum bis zum konstanten Ge- 
wicht wurden C- und H-, sowie Acetylbestimmungen ausge- 
fiihrt. Fir letztere kochte ich die Substanz 3—31/2 Stunden 
am Riickflufkiihler mit 10 cem ®/s-methylalkoholischer Natron- 
lauge und titrierte nachher mit "/10-Séure unter Benutzung von 


Phenolphthalein. 
a ___ 
Hexaacetylcerebron 











tee es 66,72 | 66.67 66,68 
ee eS 8 9,84 | 9,88 9,80 
Essigsiiure. . . 3248 | 33,20 33,36 

0,1160 g gaben 0,2838 g CO, u. 0,1028 g H,O = 66,72°/o C u. 984% H 
0,1050 » > 0.2567 » » » 009384 > » = 66,67%o » » 9,88%o » 
0,2131 » erforderten 11,53 ccm /10-Lauge == 69,22 mg Essigs. 32,48 %o. 
0,1837 » 10,16 >» : =G000 > >» ex 8880%. 


Es handelt sich also um ein Hexaacetylcerebron. 


Das nach der Verseifung wieder gewonnene Cerebron 
krystallisierte sofort seiner ganzen Menge nach, war also voll- 
kommen unveriindert. 


Acetylkerasin. 


Die Darstellung erfolgte in derselben Weise. Die Substanz 
war dem Acetylecerebron sehr dhnlich und zeigte auch die- 
selben Léslichkeitsverhaltnisse; nur in Methylalkohol léste sie 
sich weniger leicht. Da die Cerebroside aus den Acetylver- 
bindungen leicht zurtickgewonnen werden kénnen, so lat sich 
die verschiedene Ldéslichkeit von Acetylcerebron und Acetyl- 
kerasin in Methylalkohol vielleicht fiir die Trennung verwerten. 

Die Analyse ergab folgende Werte: 





| Pentaacetylkerasin 





raed 4 ke en 67,88 | 67,87 
ee 9,95 10,10 
Essigsiure ..... 29,1 29,78 


0.1178 g gaben 0,2932 g CO, u. 0,1055 g H,O = 67,88°/o C u. 9,95°%o H 
0,1607 g erforderten 7,8 ccm ®/10-Lauge == 46,8 mg Essigséure = 29,1°/o 
Es handelt sich also um Pentaacetylkerasin. 


17* 
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Konstitution der Cerebroside. 


Durch die bisherigen Untersuchungsergebuisse erscheint 
die Verbindung der einzelnen Komponenten des Cerebrons und 
der Cerebroside untereinander ziemlich aufgekliirt. 

Siiure und Sphingosin sind siitureamidartig verbunden, denn 
die Cerebroside selbst und das zuckerfreie Molekiil haben weder 
sauren noch basischen Charakter. Auch konnten Levene und 
Jacobs!) feststellen, dab die Cerebroside mit salpetriger Saure 
nach van Slyke keinen Stickstoff entwickeln. 

Die Hydroxylgruppe der Cerebronsiiure ist frei. Das geht 
daraus hervor, daB das Kerasin, welches auch Sphingosin 
und Zucker, an Stelle der Oxysiiure aber die Séure C,,H,,0, 
enthiilt, dasselbe allgemeine Verhalten wie das Cerebron zeigt, 
ferner daraus, da in das Cerebron 6 und in das Kerasin 5 
Acetylgruppen eintreten. 

Die beiden Hydroxylgruppen des Sphingosins sind nicht 
frei, denn bei der Spaltung der Cerebroside in alkoholischer 
oder methylalkoholischer Losung erfolgt eine Alkoholyse, bet 
der Diiithyl- oder Dimethylsphingosin auftreten.?) Sie reagieren 
mit 2 Hydroxylgruppen der Galaktose, von denen die eine an 
dem Kohlenstoff mit Aldehydfunktion hiingt, denn die Cere- 
broside besitzen kein Reduktionsvermoégen. 

Die Galaktose diirfte in offener Kette vorliegen. Das ist 
daraus zu schlieBen, dafi in das Cerebron nicht 4, sondern 
6 Acetylgruppen eintreten. Das Vorhandensein der offenen 
Kette spricht aber weiter dafiir, dafi eine der beiden Hydroxyl- 
gruppen, welche durch Wasseraustritt den Ring bilden (also 
das an dem Kohlenstoff mit Aldehydfunktion oder das an dem 
drittfolgenden Kohlenstoff hangende), sich mit dem zweiten 
Hydroxyl des Sphingosins in Reaktion befindet. 


') Journ. of Biol. Chem., Vol. 12, p. 389 (1912). 
*) Q. Riesser und H. Thierfelder, Diese Zeitschrift, Bd. 77, 
S. 508 (1912). 

















Uber das Verhalten des Pyridins im Organismus des Frosches. 
Von 


Kanaé Mayeda und Masajiro Ogata. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Kaiserlichen Universitat zu Kyoto.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Januar 1914.) 


In Ubereinstimmung mit der Beobachtung von W. His!) 
am Hunde haben Untersuchungen von Z. Hoshiai und 
G. Totani’) ergeben, daf nach Verabreichung von Pyridin an 
das Huhn, die Ziege und das Schwein Methylpyridylammonium- 
hydroxyd im Harne auftritt; anderseits ist aber durch Emil 
Abderhalden und seine Mitarbeiter*) der Nachweis er- 
bracht worden, dafi im Gegensatz zu den obigen Tierarten das 
Kaninchen nicht Pyridin zu methylieren vermag. Durch diese 
Arbeiten angeregt, haben wir uns die Frage vorgelegt: welches 
Verhalten zeigt der Organismus der Kaltbliiter dem einver- 
leibten Pyridin gegeniiber? Zur Entscheidung dieser Frage 

raren zuerst einige Versuche an Fréschen angestellt, deren 
Resultate im Folgenden mitgeteilt werden. 


Versuch I. 


7. August 1913. 46 Fréschen wurde zuerst die Haut um 
den Anus mit einem Faden abgebunden, um den Harn ohne 
Verlust zu erhallen, und dann je 0,05 g Pyridin als essigsaures 
Salz in 10°/oiger Lésung subcutan injiziert. Die Menge des 
24stiindigen Harns betrug 331 cem. Der Harn wurde genau 
nach Angabe von Z. Hoshiai‘) auf Methylpyridylammonium- 


1) W. His, Arch. fiir exper. Pathol., Bd. 22, S. 253. 
2) Z. Hoshiai, Diese Zeitschrift, Bd. 62, S. 118. 
Z. Hoshiai u. G. Totani, Diese Zeitschrift. Bd. 68, S, 83. 
5) Emil Abderhalden und seine Mitarbeiter, Diese Zeitschrift, 
Bd. 59, S. 32 u. Bd. 62. S. 133. 
4) Z. Hoshial, a. a. O. 
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hydroxyd verarbeitet. Es wurden erhalten: 0,0483 g Platin- 
chloriddoppelsalz. 
Versuch 2. 

15. August 1913. 46 Frdésche wurden auf gleiche Weise 
wie beim Versuch 1 behandelt und erhielten je 0,05 g Pyridin 
als essigsaures Salz subcutan eingespritzt. Aus 448 ccm Harn, 
den die Tiere 24 Stunden nach der Pyridininjektion geliefert 
hatten, wurden dargestellt: 0,0486 g Platinchlorid- 
doppelsalz. 


Versuch 3. 
21. August 1913. 39 Frésche erhielten je 0,05 g Pyridin 
als essigsaures Salz subcutan injiziert. Sie gaben nach 24 
Stunden 379 ccm Harn. Daraus wurden dargestellt: 0,0506 g 
Platinchloriddoppelsalz. 


Versuch 4. 


1. September 1913. 29 Frdschen wurden je 0,05 g Pyridin 
als essigsaures Salz subcutan injiziert. Aus 278 ccm des 
24stiindigen Harns wurden dargestellt: 0,0360 ¢ Platin- 
chloriddoppelsalz. 


Versuch DB. 


5. September 1913. 45 Frésche erhielten je 0,05 g Pyridin 
als essigsaures Salz subcutan eingespritzt. Aus 279 ccm des 
24stiindigen Harns wurden dargestellt: 0,0573 g Platin- 
chloriddoppelsalz. 

Die einzelnen Portionen des  Platinchloriddoppelsalzes 
wurden vereinigt und durch Umkrystallisation aus heifbem 
Wasser gereinigt. Das so gereinigte Platinchloriddoppelsalz 
krystallisierte in orangeroten Tafeln und lieferte bei der Ana- 
lyse die folgenden Werte. 

00,2111 g Substanz gaben 0,0690 g Pt = 32,69°%/o Pt. 
Berechnet fiir (C,H,NHCI),PtCl, : Gefunden: 
32,74°/o. 32,69°/o. 

Es unterliegt somit keinem Zweifel, dai das von 
uns isolierte Platinchloriddoppelsalz identisch mit 
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dem Methylpyridylammoniumplatinchlorid ist. Da wir 
nun durch eigene Versuche haben feststellen kénnen, 
daf der normale Froschharn keine Spur von Methyl- 
pyridylammoniumhydroxyd enthalt, und da nach der 
subcutanen Injektion des Pyridins die genannte Base 
im Froschharne ausgeschieden wird, so glauben wir 
uns zum Schluf berechtigt, dafB der Organismus des 
Frosches befihigt ist, die Methylierung des zuge- 
fiihrten Pyridins auszufiihren. 


Zur Frage der Anomalie der Harnsaureloslichkeit 
(kolloide Harnsdure). 


Von 


F. Gudzent. 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Dezember 1913.) 


Schade und Boden’) haben in dieser Zeitschrift unter obigem 
Titel eine Arbeit veréffentlicht, in der sie die Méglichkeit des Vorkommens 
einer intermediadren Kolloidform der Harnséure im Blut bewiesen zu haben 
glauben. Lichtwitz*) hat alsbald auf eine Reihe Widerspriiche und vor 
allem darauf hingewiesen, dafs keinesfalls der Beweis fiir eine kolloidale 
Zwischenform in wiisserigen Lésungen erbracht ist, und der Schluf tiber 
die Méglichkeit dieses Vorkommens im Serum darum hinfallig wird. Die 
Entgegnung von Schade und Boden’) vermag diese Hinweise von 
Lichtwitz nicht iiberwiegend zu widerlegen. Inzwischen hat nun auch 
Kohler‘) durch einwandfreie experimentelle Nachpriifung dargetan, dafs 
eine kolloide Form der Harnsiure im Sinne von Schade und Boden 
nicht existiert. 

Gelegentlich anderer Studien konnte ich nun eine Beobachtung 
machen, die ebenfalls gegen die Annahme von Schade und Boden 
spricht. 

Die Ultrafiltration gestattet bekanntlich unter gewissen Voraus- 
setzungen, die Kolloide von ihrem Lésungsmittel zu trennen. 


!) Bd. 83, H. 5. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. 84, H. 6. 

3) Diese Zeitschrift, Bd. 86, H. 3. 

4) Zeitschrift f. klin. Medizin, Bd. 78, H. 3 und 4. 
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Ich machte folgenden Versuch: 

Eine genau nach Vorschrift von Schade und Boden hergestellte 
Loésung wurde mittels Ultrafiltrierapparates von Bechold und Ziegler 
durch ein doppeltes 7'/2°/o Filter (bezogen von Schleicher und Schill) 
unter 2 Atmosphiren Druck filtriert. Die Filtration wurde, nachdem etwa 
#5 der Lésung durchfiltriert war (in 1—2 Minuten) unterbrochen und 
nun in gleichen Mengen des filtrierten und des nicht filtrierten Anteils 
der N-Gehalt nach Kjeldahl] bestimmt. — Niemals wurde aber eine 
Differenz im Harnsiuregehalt (aus dem N-Gehalt berechnet) 
der beiden Proben gefunden. 


Versuch 1. 
Lésung wird genau wie auf Seite 461 der angegebenen Arbeit von 
Schade und Boden hergestellt. Zusatz entsprechender Mengen von 
Kochsalzlisung gab die beschriebenen Gallerte. Von der klaren Loésung 


ergaben: 
20 ccm unfiltriert = 0,092 g U 
20 » # filtriert = 0,095 » U 


Versuch 2. 

Die Konzentration der Lésung wurde geringer gewihlt. 
Zusatz von Kochsalzlésung gab die beschriebene Gallerte. 
20 ccm unfiltriert = 0,051 g U 
20» filtriert = 0,050 >» U 

Kine Reihe weiterer Versuche fielen trotz Variation der Konzen- 
tration im gleichen Sinne aus. 

Mit den von Lichtwitz, Kohler und mir erbrachten Gegen- 
beweisen gegen die Folgerungen von Schade und Boden fallen auch 
die Einwendungen, die diese Autoren gegen meinen Nachweis der Existenz 
zweier physikalisch-chemisch verschiedener Formen der Urate (Lactam- 
und Lactimform) erhoben haben. 

Ich bemerke jedoch noch hierzu, dafs der Gegenbeweis fiir die 
Annahme von Schade und Boden, es kénnte bei der Entstehung dieser 
beiden Formen das Kolloid im Spiele sein, von mir schon damals durch 
Verfolgung der Leitfahigkeit der Lésungen beider Formen erbracht wurde. 
Wie Kohler‘) es des niiheren auseinandergesetzt hat, ist die Beweis- 
fihrung mit dieser Methode absolut einwandfrei, da Leitfaihigkeit und 
Loslichkeit nicht parallel gehen kénnen, wenn man eine vollstandige 
oder teilweise kolloidale Lésung vor sich hat. 

In meinen damaligen Versuchen gingen beide Werte aber durchaus 
parallel. 

Auch die fiir das Gichtproblem aus den Untersuchungen von 
Schade und Boden gezogenen Folgerungen kiénnen deswegen nicht 
mehr zu Recht bestehen bleiben. 


4) Zeitschr. f. klin. Med., Bd. 78, H. 3 und 4. 
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Zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe. 
V. Mitteilung. 


Von 


Hans Fischer und Heinrich Rése. 


Uber die Konstitution der Bilirubinsaéure und des Bilirubins. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Miinchen.) 
Der Redaktion zugegangen am 31, Dezember 1913.) 





Wir haben uns zum Ziel gesetzt, zunichst die Konsti- 
tution der Bilirubinséiure, des bimolekularen Abbauproduktes 
des Bilirubins, klarzustellen, da von der restlosen Aufkliérung 
dieser Verbindung am ehesten ein Einblick in die Natur des 
Gallenfarbstoffes erwartet werden konnte. 

Bei der energischen Reduktion der Bilirubinséure erhilt 
man neben wenig Kryptopyrrol (1) in reichlicher Menge Iso- 
phonopyrrolcarbonsaure, ') 








I ll 
' CH,C--—C—C,H, CH,C-——C— CH, —CH,—COOH 
| |] | || 
{| I I 
HC. /C—CH, HC. ,C—CH, 
NH NH 
Il 


CH,C-—-C—CH,—CH,—COOH 
i} || 
I | 
CHC. CH 
NH 
fiir die Formel II bezw. III zur Diskussion stehen. 
Durch Oxydation, mit Bleisuperoxyd z. B., erhalt man 


aus der Bilirubinséure Methylaéthylmaleinimid IV und Himatin- 
| sdure®) V 


‘) Chem. Ber., Bd. 45, S. 3274. 
*) Chem. Ber., Bd. 45, S. 1579; vgl. auch Piloty und Thann- 
hauser, Ann., Bd. 390, S. 191. 
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IV V 
CH,C C—C,H, CH,C——C—CH,—CH,—COOH 
| | 
O=C._ /C=0 O=C. =0 
NH NH 


wihrend die Oxydation mit salpetriger Saure neben Methyl- 
ithylmaleinimid (IV) und Hamatinséure (V) das Oxim der 
Phonopyrrolcarbonséure!) (VII) an Stelle der zu erwar- 
tenden isomeren Siiure liefert. 

Eine Erklirung fiir diesen Befund konnten wir friiher 
nicht geben. Neuerdings haben wir nun festgestellt, dai Tri- 
methylpyrrolpropionséure (VI) 


VI Vil 
CH,C——C—CH,—CH,—COOH § CH,C=—-C—CH,—CH,—COOH 
CHC. /C—CH, O=C. ,C=NOH 

NH NH 


bei der Oxydation mit salpetriger Saure ebenfalls das Oxim 
der Phonopyrrolearbonsaéure gibt, mithin offenbar der Propion- 
siiurerest einen entscheidenden Einfluf auf die Struktur des 
Oxims ausiibt. 

Wenn nun die Bilirubinsiure, wie oben ausgefiihrt, 
nicht das ihrer Struktur (festgestellt durch reduktive Spaltung) 
entsprechende Oxim, sondern das der Phonopyrrolcarbonsaure 
gibt, so ist hieraus der SchluB zu ziehen, daB die Pyrrol- 
siiure in der Bilirubinséure in tetrasubstituierter Form 
vorhanden ist, also in Form von Trimethylpropionsaure (VI), 
mithin mit der Base durch eine CH,-Gruppe verbunden ist. 
Demnach kommt der Bilirubinséure die Formel VIII zu, 


VIII 
CH,C——C—C,H, CH,C——-C—CH,--CH,—COOH 
| | | | 
| | I 
HOC. ,C——CH,——C._ C—CH, 
NH NH 
IX 
C,H,cC-——C—CH, CH,C——-C—CH,—CH,—COOH 
I | 
CHC. ,C——O——C,_/, CCH, 
NH NH 


') Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 225 u. Chem. Ber., Bd. 45, S. 3274. 
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die wir!) schon friiher zur Diskussion gestellt, aber als wenig 
wahrscheinlich bezeichnet hatten, weil die Bilirubinsiure sich 
als resistent gegen Natriummethylat erwiesen hatte, das Re- 
agens, das sonst viele Pyrrole, die durch CH,-Gruppen ver- 
kniipft sind, auseinandersprengt. 2) 

Dieser Einwand ist nun beseitigt, denn es ist uns gelungen, 
auch bei der Bilirubinsiure die Aufspaltung zu erzwingen und 
zwar mittels Kaliummethylat, mit dem sie ja auch beim 
Hiimin bewerkstelligt wurde. 

Entsprechend den aufgestellten Formeln wurde Trimethyl- 
pyrrolpropionsiaure (VI) erhalten, neben sehr wenig Tetramethyl- 
pyrrol (hiervon wird weiter unten die Rede sein). Das Resultat 
ist also im Prinzip das gleiche wie bei der energischen 
Reduktion: «Verschwindend kleine Basenfraktion, bedeu- 
tende Siaurenfraktion, ein Ergebnis, dem Formel VIII der 
Bilirubinséiure Rechnung tragt im Gegensatz zu der zuerst 
aufgestellten isomeren Formel IX, bei der kein Grund dafiir 
vorhanden ist, dafi wenig Base, dagegen viel Siure entsteht. 

Dadurch, dafi bei VIII der Sauerstoff einseitig die Base 
belastet, wird diese offensichtlich hinfallig. Im Einklang damit 
steht die Verganglichkeit des nach Benary*) gewonnenen Oxy- 
pyrrols X, x 


HOC-——C—C00—C,H, 


|| || 


das durch Natriummethylat zerstért und durch Eisessig-Jod- 
wasserstoff héchstens in Spuren zu dem zugrunde liegenden 
Pyrrole reduziert wird. 

Kann so an der Konstitution der Bilirubinséure kein 
Zweifel mehr sein, so fragt es sich nun, ob man die ge- 
wonnene Erkenntnis ohne weiteres auf das Bilirubin tiber- 
tragen kann, mit anderen Worten, ob die Bilirubinsiiure ein 
priméres Spaltungsprodukt des Gallenfarbstoffes ist oder nicht. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 84, S. 267. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 83, S. 50. 
*) Benary und Silbermann, Chem. Ber., Bd. 46, 5. 1363. 
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Ks ist uns nun gelungen, durch Einwirkung von Natrium- 
methylat auf Bilirubin wie Hemibilirubin eine schén krystal- 
lisierende, gelb gefiirbte Saiure zu erhalten, die in den nachsten 
Beziehungen zur Bilirubinséure steht; denn durch Reduktion 
mit Eisessig-Jodwasserstoff laBt sich die neue Séure leicht in 
Bilirubinsiure verwandeln. Sie ist also ein Oxydationsprodukt 
dieser Siiure von der Formel XI 

XI 
CH,C —C—C,H, my —— 


o=C CH——C. C—CH, 


7 iam 


ile 
NH NH 
und wir haben fiir sie den Namen Xantobilirubinsiure!) 
vorgeschlagen. 


Sehr wahrscheinlich ist diese Séure schon vor uns von Piloty 
und Thannhauser?) beobachtet worden, aber nicht als Spaltungs- 
produkt des Bilirubins, wie Piloty*) neuerdings in den Berichten 
auseinandersetzen will, sondern als sekundiares Oxydationsprodukt der 
Bilirubinsiure. Der Kérper der genannten Autoren besitzt keinen Schmelz- 
punkt, und es erscheint nicht ausgeschlossen, dah verschiedene Ké6rper 
vorliegen. (Vgl. hierzu die Ausfiihrungen in den Ber. d. d. chem. Ges.*)) 


Die Xantobilirubinsaéure haben wir auch direkt aus 
Bilirubinséure®) unter den gleichen Bedingungen wie aus 
Bilirubin erhalten, so da die Bilirubinséure zweifellos ein 
primiires Spaltungsprodukt des Bilirubins ist und ihre 
Konstruktion eine Grundlage fiir die Aufstellung einer Bili- 
rubinformel bilden muf. 

Hierfiir ist nun von der gr6{ten Wichtigkeit die Kenntnis 
der Molekulargré8e des Bilirubins. Diese direkt festzu- 
stellen, ist noch nicht gelungen, dagegen ist es in hohem MaBe 
wahrscheinlich, daB es die gleiche Molekulargr6éf8e besitzt wie 
das Hemibilirubin und tiber dessen Molekulargr68e sind wir 
sehr genau orientiert. Ihm kommt die doppelte Molekular- 


') Chem. Ber., Bd. 46, S. 439. 

*) Piloty und Thannhauser, Chem. Ber., Bd. 45, S. 2393. 
*) Piloty und Will, Chem. Ber., Bd. 46, S. 2608. 

*) Chem. Ber., Bd. 46, S. 1574. 

°) Chem. Ber., Bd. 46, S. 2308. 
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groBbe wie der Bilirubinséure zu und es ist eine zweibasische 
Sdure. Theoretisch kénnte man sich daher leicht vorstellen, 
dafB das Hemibilirubin durch Verkettung zweier Molekiile 
Bilirubinsiure entstiinde, so, dab die beiden COOH-Gruppen 
nicht miteinander in Beziehung treten. 

Zwei Schwierigkeiten treten hier jedoch entgegen. Erstens 
besitzt das Hemibilirubin eine freie CH-Gruppe, wiahrend der 
Bilirubinsiiure diese Eigenschaft nicht zukommt, und zweitens 
ist die maximale Ausbeute an Bilirubinsiéure 30°/o, so dab es 
ausgeschlossen erscheint, dafi die bilirubinsiure mehr wie die 
Halfte des Hemibilirubinmolektils ausmacht. 

Nach der Molekulargr68e des Hemibilirubins und nach 
Analogie mit dem Blutfarbstoff, der nach den [eststellungen 
von Fischer und Hahn!) vier Pyrrolkerne enthialt, ist es die 
wahrscheinlichste Annahme, dafi auch das Hemibilirubin vier 
Pyrrolkerne besitzt, eine Annahme, die auch ohne Heranziehung 
der Analogien mit dem Blutfarbstoff recht viel Wahrscheinlich- 
keit fiir sich hat. 

Da, wie bereits bemerkt, das Hemibilirubin im Gegensatz 
zur Bilirubinséure eine freie CH-Gruppe enthilt, so kann der 
Pyrrolkern, der im Hemibilirubin die Methingruppe tragt, fiir 
die Bilirubinséure nicht in Betracht kommen. 

Weiterhin ist das Hemibilirubin, wie ausgefiihrt, eine zwei- 
basische Siure, also kann nur eine Carboxylgruppe durch 
die Bilirubinsiure gedeckt werden, wihrend die zweite zu 
einer anderen Atomgruppierung gehoren mub. 

Es ist uns nun gelungen, die Anwesenheit eines dritten 
und vierten Pyrrolkerns direkt zu beweisen. 

Erhitzt man die Bilirubinséure mit Natriummethylat 
unter bestimmten Bedingungen, so erhiilt man Xantobili- 
rubinsdure (XI); Trimethylpyrrolpropionsiiure (VI) konnte da- 
neben nicht nachgewiesen werden. Unterwirft man hingegen 
Bilirubin der gleichen Behandlung, so erhiilt man neben 
Xantobilirubinsiure in reichlicher Menge die Trimethyl- 
pyrrolpropionsiiure (V1). Wir schlieBen hieraus, dab diese Saure 
nicht dem Bilirubinséurerest entstammen kann, sondern aus 


') Chem. Ber.. Bd. 46, S. 2308. 
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einem besonderen Pyrrolkern hervorgeht. In dhnlicher Weise 
gelang auch der Nachweis des 4. Pyrrolkerns. 

Durch Anwendung des reaktionsfahigeren Kaliummethy- 
lats ist es gegliickt, die Bilirubinsiure zu sprengen unter Bil- 
dung von Trimethylpyrrolpropionsadure (VI). Als basischer 
Bestandteil konnte sehr wenig Tetramethylpyrrol isoliert 
werden, das ja, wie friiher') festgestellt wurde, ein sekun- 
dires Abbauprodukt der entstandenen Pyrrolsiure ist. Wesent- 
lich ist, daB Anzeichen fiir das Vorhandensein von Phyllo- 
pyrrol nicht da waren. Anders beim Bilirubin. Als wir 
diesen Farbstoff mit Kaliummethylat unter genau den gleichen 
Bedingungen behandelten, gelang es, in relativ reichlicher Menge 
Phyllopyrrol Xll 

Xl 
Ga:—¢C-cA 
i | 
va 
NH 
nachzuweisen, das folglich nicht der Bilirubinséure, sondern 
einem besonderen Pyrrolkerne seine Entstehung verdanken mub. 

Will man nun die erhaltenen Resultate fiir die Aufstellung 
einer Strukturformel des Hemibilirubins und Bilirubins §ver- 
werten, so muf} diese in erster Linie dem Entstehen der 
Bilirubinsiure Rechnung tragen, mithin die Struktur dieses 
Spaltungsproduktes in sich tragen. Weiterhin muf sie eine 
Erklarung dafiir geben, warum die Ausbeuten an Pyrrolen beim 
Gallenfarbstoff im Gegensatz zum Blutfarbstoff so gering sind 
und warum der (allenfarbstoff gegen die Einwirkung der 
salpetrigen Siure hinfallig ist. 

Der entscheidende Unterschied zwischen den beiden 
arbstoffen liegt zweifellos im Sauerstoffgehalt, der beim Bili- 
rubin um 2 Atome reicher ist als beim Hiimin, und in der Art 
der Bindung des Sauerstoffs muf die Ursache fiir das grund- 
verschiedene Verhalten der beiden Farbstoffe liegen. 

Wir glauben, daf die folgenden Konstitutionsformeln fir 
das Hemibilirubin den bis jetzt erhaltenen experimentellen 


CH,C CH, 


') Diese Zeitschrift, Bd. 83, S. 67. 
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Resultaten Rechnung tragt, wobei wir fiir die Verkniipfung der 


vier Pyrrolkerne die Gruppe 
No=c’ 


i 
annehmen, die Willstatter und Max Fischer') kurzlich 
fiir Chlorophyll und Haimin vorgeschlagen haben. 


Hemibilirubin C,,H,,N,Og. 


I 
C,H,C-—C-—CH, CH,C-—--C—C,H, 
} | 


| 
' 


HOG. ,C C. ,COH 
Ff i 
NHN, NH 
NH %& NH 
HC7 Nc c/ \c—CH 


A 
{| || 
el 
| | 


COOH—CH,—H,C—C——CCH, H,C—C-——C—CH,—CH,—COOH 


II 


C,H,cC-—-C—CH, CH,C——-C—C,H, 
|| {| || 
| 


' 


{| 
C C COH 


a ot 

NH \ va NH 

NH \ NH 
/\C—CH, 


1 | | | 
COOH—CH,—CH,—C-—C-CH, CH,C-——C—CH, CH, COOH 

Die beiden isomerenFormeln enthalten 2 H-Atome weniger, 
wie wir seiner Zeit fiir das Hemibilirubin berechneten, indessen 
ist eine derartige Differenz bei hochmolekularen Pyrrolen 
analytisch kaum nachweisbar. 

Die fiir das Hemibilirubin aufgestellte Formel stellt diesen 
Koérper als Farbstoff dar. Es ist nicht sicher, ob das Hemi- 
bilirubin schwach gelb gefarbt ist, wobei aber zu bemerken 
ist, daB es sich schon an der Luft aufSerordentlich schnell 
oxydiert. Die frisch hergestellte, reduzierte Bilirubinlosung 
dagegen ist in der Regel vollstandig farblos. Wir sind mit dem 
genauen Studium dieser Verhialtnisse zurzeit beschaftigt und 


') Willstatter u. Max Fischer, Diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 423 
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insbesondere auch damit, ob sich neue Argumente beibringen 
lassen dafiir, dafi die «acide» und «nicht acide» Form des Hemi- 
bilirubins, besonders der groBe Unterschied im Schmelzpunkt 
durch 2 isomere Formen bedingt ist, die die Theorie verlangt. 

Sollte es sich beim Hemibilirubin in der Tat um einen 
farblosen Korper handeln, so wiirde eine um 2 Wasserstoff- 
atome reichere Formel (an der Kohlenstoffbriicke) diesen Ver- 


haltnissen Rechnung tragen. 
Das Bilirubin selbst wiirde dann durch folgende Struktur- 


formel dargestellt : 








Bilirubin C,,H,,N,0.. 


CH,=HC—C——-C—CH, CH,C-—C—CH=CH, 











| I || } 
C G GL OH 
e NH \ / ‘NH 
. { 
% NH Pa NEI 
a“ Cc’ \c—CH 
an | IV || 
COOH—CH,—CH,—C-——-C—CH, CH,C——-C—CH,—CH—COOH 
Man konnte fiir das Bilirubin auch folgende Formel in 
Betracht ziehen, 
CH,=CH-C C-CH, CH,;C-——C-CH,-CHy-COOH CH;C——C-CH=CH, CHC C-CH,-CH,-COOH 
| | | f 
H.! —C, | Ch CY O a CH.— C. C—O | 
N NH NH NH 
die gleichfalls die meisten experimentellen Resultate erklirt, 
aber fiir das Hemibilirubin allerdings nur das Entstehen einer 
Form vorsieht. 


Die weitere experimentelle Arbeit in analytischer und be- 
sonders synthetischer Richtung kann hier nur Klarheit schaffen. 

Wir schlieBen mit der 33 Kohlenstoffatome enthaltenden 
Hemibilirubinformel auch auf 33 Kohlenstoffatome im Bilirubin. 
Vergleiche hierzu unsere Ausfiihrungen dieser Zeitschrift, Bd. 84, 
S. 264; auch fiir den Blutfarbstoff stehen wir noch auf dem dort 
betonten Standpunkt und halten die folgende Strukturformel, 
ebenfalls unter Annahme der von Willstatter formulierten Kohlen- 


stoffbriicke fiir diskutabel. 
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Hamin C,,H,,N,O,FeCl. 
CH, -=HC—C C—CH, (CH,C C—CH —CH, 


Fe—C]l 
e C “~ c F * 
AES Ry ' 
7 N- N 
H¢ C=C CH 


COOH—H,C—H,C—C——C-—CH, H,C—C——-C—CH,—CH,—COOH 

Besonders miissen wir jedoch hier gleich betonen, dab 

die Formulierung der Vinylgruppen in der Hiiminformel eine 

Anderung erfahren mub, weil sonst der prinzipielle Unterschied 

im Verhalten von Bilirubin und Hiimin gegen Natriumamalgam') 
nicht erklarlich ist. 

Hierauf, wie auf die Erérterung der Konstitution des 
Himins, soll in einer spateren Mitteilung eingegangen werden. 

Die fiir das Bilirubin aufgestellten Formeln erkliiren gut 
das Entstehen des Hemibilirubins. Bei der Behandlung mit 
Natriumamalgam lagert sich zunéchst Wasserstoff an die Vinyl- 
gruppen an unter gleichzeitiger Offnung der Sauerstoffbriicke. 
Hierdurch entsteht eine freie Methingruppe (die «Urobilin- 
bildung» kénnte dann von hier aus sekundar durch Oxydation 
analog der Indigobildung aus Indoxyl eintreten) und die Bildung 
der Athylgruppen (aus den Vinylresten) bewirkt dann, dab 
man bei der Oxydation des Hemibilirubins Methylathylmalein- 
imid erhiilt, wihrend Bilirubin nur Himatinsiéure liefert. 

Bei der Reduktion mit Jodwasserstoff-Eisessig tritt eben- 
falls zuniichst Offnung der Sauerstoffbriicke ein neben Reduk- 
tion der Vinylgruppen, wahrscheinlich jedoch vorwiegend im 
Sinne der Hemibilirubinformel I; hierdurch erklart es sich, dab 
Pyrrolkern I fast véllig verschwindet, wiéhrend II zum Teil be- 
stehen bleibt und als Isophonopyrrolcarbonsiure gefabt wird, 
indem die Kohlenstoffbriicke 

None” 





ff 
an der Doppelbindung gesprengt wird. So ist es verstandlich, 
daf Pyrrolkern II] -- IV als Bilirubinsiiure erhalten bleiben. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 82, S. 97. 
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Natrium- bezw. Kaliummethylat wirkt in analoger Weise 
wie der Jodwasserstoff ein. Beweise hierftir haben wir schon 
beim Blutfarbstoff!) erbracht, indem wir dort Aufsprengung zu 
Phyllopyrrol und tetrasubstituierter Saéure?) erzielten. Ganz 
analog erfolgt hier Aufsprengung, wobei III und IV als Xanto- 
bilirubinsaure beobachtet werden, wihrend II Trimethyl- 
pyrrolpropionsdure gibt und I Phyllopyrrol. 

Daf 1 hier in besserer Ausbeute erhalten bleibt, als bei 
der Reduktion mit Jodwasserstoffsiure, dafiir spricht auch ein 
experimenteller Befund, wonach Indigo 





C CH CH 
HcY \c--——c=0 0=C-——C” SCH HCY \c-——-C—CH, 
2 ae | | ee ae 
ee ae . .C—CH, 
HC. ,C , . Aix 7k HCC C—CH, 
CH NH NH CH CH NH 


durch Natriummethylat in Dimethylindol*) tbergefiihrt wird. 

Auch die Einwirkung der salpetrigen Séure erklart sich 
zwanglos durch die Angriffsméglichkeit an den Stellen, die 
den Sauerstoff tragen. 


Experimenteller Teil. 
|. Nitritoxydation von Trimethylpyrrolpropionsaure. 


7 g Pikrat der genannten Saéure wurden in der tiblichen 
Weise mit 25°/oiger Schwefelsiure zerlegt und die erhaltene 
Losung der Siiure bei ca. 50° mit einer konzentrierten Natrium- 
nitritlbsung behandelt. Zuerst trat tiefe Dunkelfarbung ein, 
dann schnell Aufhellung. Nach liingerem Stehen wurde aus- 


') Diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 38 und Bd. 88, S. 9. 

*) Bis jetzt hatten wir von tetrasubstituierter Saure nur eine 
geringe Ausbeute erhalten und uns daher mit einer gewissen Vorsichl 
iiber die Bindungsart der Siuren im Blutfarbstoff ausgesprochen. Da- 
durch, daf’ wir neuerdings die erhaltenen Rohsi&uren nach der Ver- 
esterung der fraktionierten Destillation unterwerfen, haben wir die 
Ausbeute auf das 5fache steigern kénnen, und als Nebenprodukt den 
Ester der Phonopyrrolcarbonsiure erhalten, so daf kein Zweifel 
bestehen kann, dafs die Verkettung der Basen und Saéuren im Hamin eine 
analoge ist. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 84, S. 254. 
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geiithert und der Ather verdunstet. Es hinterblieb in kugel- 
formigen Gebilden ein Oxim, das, aus wenig Wasser um- 
krystallisiert, bei 243° schmolz in Ubereinstimmung mit dem 
Schmelzpunkt des Oxims der Phonopyrrolearbonsiiure. Der 
Mischschmelzpunkt gab keine Depression; von einer Analyse 
mute Abstand genommen werden, da die Ausbeute nur 0,05 g 
betrug. 


Il. Bilirubins&éure mit Kaliummethylat. 


3,0 g Bilirubinsiiure wurden mit einer Lésung von 50 ¢g 
Kalium in 200 g absolutem Methylalkohol 5 Stunden auf 219 
bis 220° erhitzt. Der Druck stieg bis auf 43 Atmosphiren 
(Tabelle I). Nach dem Erkalten waren noch 8 Atmosphiiren 


I. 
Bilirubinséure mit Kaliummethylat. 

















Zeit | Temp. | Druck | Olbad | Zeit | Temp. | Druck | Olbad 
1245 | 1389 | 140 | 2739 | 355 | g18e | 35 | 2760 
10 | 160° | 14 | 294° | 410 | 217° -35——|s 876° 
115 | 185° | 90 | 308° | 42 | 216° | 35 279" 
130 | 207° | 29 | 319° | 440 | 917° | 36 282° 
143 | 219° | 3% | g2gge 5 15 | 219° 37,5 | 286° 
20 | 921° | 34 | 29769 | 535 | 2909 | 40 | 288° 
22) 290° | 33 | 2799 | 550 | 292» 49 | 2R5° 
230 | 2199 | 33 | 2809 | 605 | g220 | 4, | ggge 
255 | 9199 34 | 2800 | 620 | 2230 42 | 2869 
310 | 219° | 34 | 280° | 68 | 993° 43 | 286° 
3% | 219° | 35 | 279° | 645 | 223° | 43 | 286° 
340 | 218° | 35 | 278° | | 





vorhanden. Die Reaktionsmasse roch stark nach Ammoniak. 
Sie wurde mit Wasser aufgenommen und mit Dampf destilliert, 
das Destillat mit Ather ausgeschiittelt und der Ather im Vakuum 
abgedampft. Der Riickstand wurde mit 5 ccm 10°/oiger aitherischer 
Pikrinséureldsung aufgenommen. Beim Stehen in Kis schieden 
sich etwas tiber 0,1 g Pikrat vom Schmelzpunkt 114—115° 
aus. Nach dem Umkrystallisieren Schmelzpunkt 118—-120°. 
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Die Aldehydreaktion war negativ. Das Gemisch mit Phyllo- 
pyrrolpikrat aus Bilirubin fing an bei 102—103° stark zu sintern 
und war bei 105° geschmolzen, also eine erhebliche Depres- 
sion. Es ist kein Zweifel, dafS hier Tetramethylpyrrol- 
pikrat vorlag; dieses entsteht aus der gleich zu erwaéhnenden 
Trimethylpyrrolpropionsaure, und es ist interessant, daf auch 
seiner Zeit!) bei dem aus Phonopyrrolcarbonsaure neben Tri- 
methylpyrrolpropionsiiure erhaltenen ‘Tetramethylpyrrolpikrat 
der richtige Schmelzpunkt nicht erreicht werden konnte. 

Das ausgeiitherte Destillat reagierte alkalisch und ver- 
brauchte zur Neutralisation ca. 7 ecm ®/1-H,SOQ,. 

Die alkalische mit Dampf destillierte Mutterlauge wurde 
mit Salzsiure angesiiuert bis zur eben deutlichen Reaktion 
auf Kongorot und ausgeiithert. Der Atherriickstand wurde, wie 
beim Bilirubin beschrieben wird, mit siedendem Wasser behandelt. 
Nach dem Ausiithern der wiisserigen LOsung und Verdunsten 
des Athers hinterblieben 2,3 g eines Sirups, aus dem mit 
30 cem 10°/oiger Pikrinsiiurelésung in Ather 0,75 g Pikrat der 
Trimethylpyrrolpropionsiiure erhalten wurden. Schmelzpunkt 
nach dem Umkrystallisieren aus Alkohol 126—127°. 

0,1584 g Substanz gaben 19,4 ecm N (15°, 721 mm). 
Ci¢H,,O.N,. Berechnet: N = 13,66. Gefunden: N = 13,62. 


Ill. Verhalten von 3-Oxy-4-Carbathoxy-5-Methylpyrrol 
gegen Reduktion mit Eisessig-Jodwasserstoff 
und Natriummethylat. 


Bei der Behandlung des nach den Angaben von Benary 
(I. c.) gewonnenen Oxypyrrols mit Eisessig-Jodwasserstoff konnte 
kein a-Methylpyrrol nachgewiesen werden. Nach dem Erhitzen 
des Oxypyrrols mit Natriummethylat auf 220—230° war starker 
Ammoniakgeruch wahrnehmbar, Tetramethylpyrrolpikrat konnte 
nicht aufgefunden werden. 

Eine unserer weiteren Aufgaben wird die sein, a-Oxy- 
pyrrole einer niiheren Untersuchung zu unterziehen. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 53, S. 67. 
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1V. Gewinnung von Xantobilirubinséure aus Bilirubin 
und Bilirubinsiiure, 
siehe Chem. Ber., Bd. 46, S. 439. 
V. Totale Reduktion von Bilirubin. 

25 g Bilirubin wurden tiber Nacht mit 450 ccm Eisessig 
und 170 ccm Jodwasserstoffsiure (spez. Gew. 1,96) unter Riick- 
flu8 zum Sieden erhitzt. Danach wird das ausgeschiedene Jod 
mit Jodphosphonium reduziert und das Siuregemisch im 
Vakuum im siedenden Wasserbade modglichst schnell abdestil- 
liert. Der Riickstand wurde in Soda aufgenommen und mit 
Wasserdampf behandelt. Es ging ca. 1 g eines Oles iiber, das 
mit Ather isoliert wurde. Mit 10°/oiger Pikrinsiurelésung in 
Ather versetzt schieden sich 0,2 g Kryptopyrrolpikrat vom 
Schmelzpunkt 135—136°!) aus. Nach einmaligem Umkrystal- 
lisieren stieg er auf 159—140°. Zur Analyse wurde im Vakuum 
liber P,O, getrocknet. 

0,0864 g Substanz gaben 12,6 ccm N (19°, 717 mm) 
C,,H,,0,N,. Berechnet: N = 15,91. Gefunden: N = 15,86. 

Die atherische Mutterlauge des Pikrates wurde mit Natron- 
lauge von der Pikrinsiéure befreit und die LOsung der Pyrrole 
sodaalkalisch mit Diazobenzolsulfoséure bis zum Verschwinden 
der Aldehydreaktion ausgekuppelt. Die iitherische LOsung wurde 
im Vakuum eingedunstet. Der lige Riickstand besaf einen 
sellerie- und terpenartigen Geruch. In 50°/oiger Schwefelsiiure 
loste er sich nicht. Mit Nitrit bei gew6hnlicher Temperatur 
oxydiert war kein Oxim zu beobachten. 

Die mit Dampf destillierte sodaalkalische Fliissigkeit wurde 
bis zur schwach kongosauren Reaktion mit Salzsiiure versetzt 
und ausgeiithert. Der Ather im Vakuum abdestilliert, zum 
Schlu8 im siedenden Wasserbade, und der restierende Sirup 
(ca. 13 g) mit 110 ccm atherischer Pikrinsiure gelést. Beim 
Stehen in Eis krystallisierten 7,6 g Pikrat der Isophonopyrrol- 





‘) Bemerkenswert ist, dafs hier direkt nahezu der richtige Schmelz- 
punkt des Kryptopyrrolpikrats erreicht wurde, wihrend bei der Isolierung 
aus Korper II (Chem. Ber., Bd. 45, S. 3277) dieser erst nach 3maligem 
Umkrystallisieren erreicht wurde. Die Ausbeute an Rohpikrat betrug 
mehr als das Doppelte. Die Beobachtung soll weiter verfolgt werden. 
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carbonséure. Kine Probe aus Alkohol umkrystallisiert schmolz 
bei 152—153°. 


VI. Totale Reduktion der Bilirubinsiure. 


®) g Bilirubinsiure') wurden mit 110 ccm Eisessig und 
40 ccm Jodwasserstoffsaiure (1,96) tiber Nacht unter Riickflu8 
gekocht, am andern Tage wurde das freigewordene Jod mit 
Jodphosphonium reduziert und das Séuregemisch im Vakuum 
abdestilliert. Dann wurde sodaalkalisch mit Dampf destilliert. 
Es gingen 0,3 g Ol iiber, daraus ca. 0,05 g Kryptopyrrolpikrat, 
Schmelzpunkt 138°. Mischschmelzpunkt derselbe. 

Die Mutterlauge wurde von der Pikrinsaure befreit und 
sodaalkalisch mit Diazobenzolsulfosiure ausgekuppelt. Der 
Ather hinterli®t eine betriichtliche Menge eines terpenartig 
riechenden Oles, das sich in 50°/oiger Schwefelsiure nicht 
léste. Mit Nitrit oxydiert entstand auch hier kein Oxim. 

Die sodaalkalische Lésung, aus der die Basen (vgl. oben) 
mit Dampf abgetrieben waren, wurde mit Salzsiure angesduert 
und ausgeiithert. Der sirupése Atherriickstand wurde mit heiBem 
Wasser behandelt. Darin war ein betriachtlicher Teil unléslich. 
Er wurde abfiltriert, in Chloroform gelést und mit Diazobenzol- 
sulfosiiure ausgekuppelt. Die Chloroformlésung wurde mit Petrol- 
iaither versetzt. Beim Stehen krystallisierte Bilirubinséure aus. 

Das wiisserige Filtrat wurde nach dem Erkalten und 
Filtrieren ausgeiithert. Aus dem ersten Atherextrakt schieden 
sich weitere Mengen von Bilirubinsanre in Form von farblosen, 
dreieckigen Blittchen ab. Schmelzpunkt 180°. Die Aldehyd- 
reaktion war nahezu negativ. Nach dem Verdampfen des 
Athers wurde der Riickstand mit 95 ccm 10°/oiger atherischer 
Pikrinséure versetzt und ca. 1,4 g Isophonopyrrolcarbonsaure- 
pikrat vom Schmelzpunkt 150° erhalten, wahrend von der Base 
nur 0,05 g isoliert werden konnten, wie oben ausgefiihrt. 


Vil. Gewinnung von Trimethylpyrrolpropionsaéure 
aus Bilirubin durch Natriummethylat, 
siehe Chem. Ber. Bd. 46, S. 439. 


") Die Ausbeute bei der Gewinnung dieser Saure aus Bilirubin 
wurde inzwischen auf 30°/o gesteigert. 
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II 
25 g Bilirubin mit Kaliummethylat. 





























Zeit | Temp. | Druck | Olbad | Zeit Temp. _ Druck | Ulbad 
1230 | 150° | 14 | 302e | 415 | 218° | 44 | 276° 
124 | 165° | 19 | 290° | 49 | 218° | 4k | TG 
10 | 193° | 25 | 283° | 44 | 2179 | 4h | 2720 
117 | 204° | 30 | 280° | 500 | 216° | 44 | 27H 
13 | 209° | 32 | 280° | 51 | 2159 | 46 | 2700 
14 | 2129 | 36 | 280° | 5% | 214° | 43 | 2689 
200 | 214° | 36 | 280° | 54 | 213° | 42 | 27K 
215 | 216° | 37 280° 6 00 214° 45 | 299° 
29 | 217° | 39 | 280° | 612 | 2920 | 50 | 302° 
200 | 2189 | 40 | 9799 | 630 | 226° | 52 | 281° 
30 | 218° | 41 | 279° | 645 | 225° | 52 | 2760 
315 | 2189 | 42 | 279° | 700 | 2999 | 50 | 9790 
390 | otg° | 42 | a7ee | 715 | 290° | 50 | 2700 
345 | 2189 | 12 | 277° | 735 | 218° | 48 | 268° 
40 | 2189 | 42 | 2760 | 














Vil. Bilirubin mit Kaliummethylat (Tabelle Il). 


50 g Kalium wurden in 200 g Methylalkohol (absol.) ge- 
lost und 25 g fein gepulvertes Bilirubin eingeriihrt. Da, wo 
die Masse mit der Luft in Beriihrung kam, trat teilweise Griin- 
firbung ein. Sie wurde in einem versilberten Kupfertiegel im 
Autoklaven 5 Stunden auf ca. 218° erhitzt. Hierbei stieg der 
Druck bis auf 52 Atmospharen. Nach dem Erkalten waren noch 
9 Atmosphiéren vorhanden. Der Inhalt roch stark nach Am- 
moniak. Der Dampfdestillation unterworfen ging ein Pyrrol 
iiber, das dem Destillat mit Ather entzogen wurde. Nach dem 
Verdampfen des Athers wurde der krystallisierte Riickstand 
im Vakuum bis 160° Olbadtemperatur destilliert. Das tiber- 
gehende Ol erstarrte wieder in den fiir das Phyllopyrrol 
charakteristischen rechtwinkligen Platten. Es wurde mit 10 ccm 
10°/oiger &therischer Pikrinséure in das Pikrat tibergefiihrt 
(0,8 g), das bei 104—105° schmolz. Der Schmelzpunkt dnderte 
sich nicht mehr beim Umkrystallisieren. Zur Analyse wurde 
im Vakuum tiber P,O, bei gewohnlicher Temperatur getrocknet. 
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0,1814 Substanz gaben 24,9 ccm N (17°, 727 mm). 
C,,H,.0,N, Berechnet: N = 15,30. Gefunden: N = 15,26. 

Beim Schiitteln der bei der Dampfdestillation im Kolben 
zuriickbleibenden alkalischen Flissigkeit mit Ather wurde dieser 
stark angefiirbt und hinterlieB nach dem Abziehen eine be- 
triichtliche Menge eines dunklen Sirups. Beide Losungen fluores- 
cierten stark nach Griin. 

Die alkoholische Lésung wurde mit Salzsaéure schwach 
angesiiuert und ausgeiithert. Der sirupdse Atherriickstand wurde 
mit siedendem Wasser iibergossen, vom Ungeldsten filtriert 
und das Filtrat nach dem Erkalten und eventuellen Filtrieren 
ausgeiithert (5,8 g Sirup). Mit 50 ccm 10°%/oiger atherischer 
Pikrinsiiure versetzt krystallisierten ca. 3 g Pikrat der Trimethy]l- 
pyrrol-propionséure vom Schmelzpunkt 125—126° aus. 

Es konnte nun der Einwand gemacht werden, dafi hier 
das Phyllopyrrol wegen der grofen, angewandten Bilirubin- 
mengen isolierbar war, wiihrend ein Versuch mit einer ge- 
ringeren Menge, wie z. b. bei der Bilirubinséure (II) negativ 
verlaufen wiirde. 

Ks wurden deshalb 5,3 g Bilirubin (Tabelle Ill) genau 


Uf. 
5,3 g Bilirubin mit Kaliummethylat. 


ae 














Temp. | Druck | Olbad 





Zeit | Temp. | Druck | Olbad | Zeit 


} 














| 
1120 / 135° | 7 | 468° [| a3 | 217° | 33 | 280° 
11% ©1599 | «12 «| 2969 | 24 | 216° | 34 | 285° 
1150 | 180° | 18 | 307° | 300 | 2t7° | 36 287° 
120 2009 | 24 | 296° | 315 | 218° | 35 | 287° 
1210 | 9039 | 25 9950 | 30 | 2199 | 36 | 289° 
122 | ot10 | 28 993° | 34 | 221° | 37 | 289° 
124 | 216° | 30 | 285° | 40 | 221° | 38 | 289° 
10 | 2179 | 31 | 285° | 415 | ga2° | 39 | 289° 
115 | 217° | 31 | 285° | 49 | 2220 | 40 | 289° 
19% | 217° | 32 | 284° | 450 | g920 | 49 | 288° 
145 218% | 33 | 282° | 500 | 2220 | 40 | 987° 
20 | 217° | 33 | 981° | 550 | 921° | 42 | 287° 
215 217° | 33 | 280° | 60% | 2919 | 42 | 286° 
































Se age 
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wie bei II geschildert, verarbeitet, und auch hier konnte Phyllo- 
pyrrolpikrat gefalt werden. 

Die Rindergallensteine, aus denen das Bilirubin fiir die 
vorliegende Untersuchung gewonnen wurde, sind mit Hilfe von 
Mitteln aus dem allgemeinen Fond zur Férderung chemischer 
Forschungen (Leo-Gans-Stiftung) der Kaiser-W ilhelm-Gesellschaft 
angeschafft, wofiir ich auch an dieser Stelle meinen ergebensten 
Dank ausspreche. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXXIX. 19 








Untersuchungen tiber die chemische Zusammensetzung 
und Bildung der Enzyme. 
X. Mitteilung. 
EinfluB von Temperatur und Luftzufuhbr auf die Invertasebildung. 
Von 


Hans Euler und Harald Cramer. 


(Der Redaktion zugegangen am 9, Januar 1914.) 


In der vorhergehenden') Mitteilung haben wir aus unseren 
Versuchen den Schlub gezogen, dafi die Invertasebildung an 
diejenigen Bedingungen gekniipft ist, unter welchen eine Neu- 
bildung des Protoplasmas eintritt. Von diesem Gesichtspunkt 
aus haben wir nun den EinfluB zweier Faktoren studiert, welche 
fiir die Protoplasmabildung von wesentlicher Bedeutung sind, 
naimlich der Temperatur und der Sauerstoffzufuhr. Fiir den 
Zuwachs der Hefe wie fiir die Bildung des Hefeneiweibes ergibt 
sich eine Temperaturkurve mit sehr stark ausgeprigtem Maxi- 
mum, dessen Lage von verschiedenen Versuchsbedingungen 
abhiingt, stets aber zwischen 10° und 40° liegt. 

Laibt man den obigen Gesichtspunkt aufer Betracht, so 
lige die Annahme nahe, dafi wenigstens bis zu dem Temperatur- 
bereicb, in welchem eine Schidigung der Invertase beginnt, 
die Geschwindigkeit der Bildung dieses Enzyms nach Art orga- 
nischer oder biologischer Reaktionen mit der Temperatur stark 
wiichst, solange die Warmedenaturation des Enzyms nicht in 
Betracht kommt. 

Bis zu etwa 40° ist die Schadigung, welche die Invertase 
erfiihrt, unmerkbar oder wenigstens auferordentlich gering, 
besonders wenn die Invertase nicht isoliert ist, sondern durch 


') Diese Zeitschrift, Bd. 88, S. 430; 1913. 
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Eiweifstoffe und andere Bestandteile der Hefezelle geschiitzt 
wird. ') 

Im Gegensatz hierzu ergaben unsere jetzt mitzuteilenden 
Messungen, dal} die Invertasebildung in lebender Hefe bei der 
Temperatur von 16° rascher vor sich geht als bei 39°. 


Versuch. 


Die Anordnung der Vorbehandlung war die gleiche wie 
in friiheren Mitteilungen, und zwar befanden sich 5 g Hefe in 
500 ecem Lindnerscher Nahrlésung, welche 2°/o Traubenzucker 
enthielt. 


Serie A: Vorbehandelt bei 39 °. 
> B: > >» 16°. 


Unvorbehandelte Hefe. 
Ts 


ee | 














Minuten | a | k- 104 
0 | 6,12 | — Trockensubstanz: 32,87 °/o 
1 8=6| =a |S 
25 | 4,70 | 34 
3d | 4,10 35 
| 395 31 
Qo | —1,96 | — 





Dauer der Vorbehandlung: 16 Stunden. 




















A B 
Minuten | a | k - 104 Minuten a | k + 104 

0 | 6,10 a 0 | 610 | aa 
15 +,90 47 15 | 6,63 | 58 
25 | 417 | 48 % | 3865 | 63 
35 | 348 | 49 35 | 280 65 
40 | 3841 | 50 ao | —1,95 - 
co |} —1,95 | — | 

Trockensubstanz: 29,68 °/o Trockensubstanz: 27,13°/e 


') Euler und af Ugglas, Diese Zeitschrift, Bd. 65, S. 124; 1910. 
19* 
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Dauer der Vorbehandlung: 21 Stunden. 
a 














A B 
Minuten | a | k-104 Minuten a | k-104 
o | | — 0 | 6,10 i 
1 | 457 | 61 1 4A 81 
25 | 3.65 | 63 2% | 381 81 
3 =| = 290 | 68 35 46 | «2,10 85 
40 | O45 | 66 40 | 1,67 87 
1 | —— ii | sine o | —1,95 _— 
Trockensubstanz: 32,36°/o Trockensubstanz: 29,40 °/o 


Dauer der Vorbehandlung: 40 Stunden. 





























A B 
Minuten | a | k-10* Minuten | a | k - 104 
0 7,10 | — 0 , 
25 2,05 | 135 15 513 | 68 
35 | 0,93 | 138 25 4,17 65 
es | —2,27 | — 35 3,00 71 
| | KO 2.68 69 
| | x — 2,27 _ 
Trockensubstanz: 61,46 °/o Trockensubstanz: 29,34°/o 


Reduziert man die Mittelwerte der in den obigen Ver- 
suchen erhaltenen Reaktionskonstanten auf das gemeinsame 
Trockengewicht von 30°/o, so ergeben sich die folgenden Werte : 


Vorbehandlungszeit in Stunden. . . 0 16 21 40 
Reaktionskonstante k-10 bei 39°. . A: 31 49 58 (65) 
» > >» 6°. .B:.3l 69 85 (70) 


Wie ersichtlich erfolgt die Enzymbildung bei 16° anfangs 
erheblich (etwa 40°/o) schneller als bei 39°, jedoch erscheint 
in beiden Fillen anniihernd der gleiche Endwert erreicht zu 
werden. 

Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dai die Invertase- 
bildung ein mit der Bildung lebender Substanz eng verkniipfter 
Vorgang ist. 
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II. 


Wie durch die Versuche von M. Traube, Buchner u. a. 
festgestellt ist, wird die Fortpflanzung der Hefe in hohem Grade 
durch reichliche Zufuhr von Sauerstoff begiinstigt. Die im Berliner 
Institut fiir Garungsgewerbe gewonnenen Resultate zeigen ferner, 
dafi die Hefe um so eiweiSreicher wird, je mehr Sauerstoff ihr 
zur Verfiigung steht. Es war hiernach anzunehmen, da auch 
die Invertasebildung durch Sauerstoff begiinstigt wiirde. Hierauf 
beziehen sich die folgenden Versuche: 

Wie friiher wurden je 5 g abgeprefite Hefe in 500 ccm 
Lindnerscher Nahrlésung (mit 2°/o Rohrzucker) aufgeschlemmt. 
Durch drei solche Kolben wurde ein Luftstrom mittels einer 
Wasserluftpumpe gesogen, welcher mittels Klemmschrauben 
auf die drei Kolben gleichheitlich verteilt wurde (Serie A). Die 
zu den drei Parallelversuchen dienenden Kolben wurden ohne 
Luftzufuhr von Zeit zu Zeit umgeschiittelt (Serie B). Nach 
21 Stunden wurde aus je einem Kolben der Serien A und B 
die Hefe abfiltriert und auf ihre Inversionsfahigheit gegeniiber 
Rohrzucker untersucht. 

Gleichzeitig wurden alle iibrigen mit je 10 g Rohrzucker 
versetzt. Nach weiteren 24 Stunden wurden wieder zwei Kolben 
in Arbeit genommen und in die beiden noch iibrigen je 5g 
Rohrzucker eingefiihrt. Nach weiteren 5 Stunden wurde schlieB- 
lich die Hefe in diesem letzten Kolben untersucht. 

Die Ergebnisse waren die folgenden: 


Unvorbehandelte Hefe. 
Ee EE 





Minuten | a | k - 10* 
0 | 6,96 sai 
15 | 5,85 | 37 
25 | 5,17 | 38 
35 | 4,54 | 38 
40) | 4,25 | 38 
x | — 2,23 | - 


Trockensubstanz: 28,71 °/o. 
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Dauer der Vorbehandlung: 21 Stunden. | 
aS | 
A B | 
Minuten a | k- 104 a k- 10* 
o | 698 | — 698 an ’ 
5 8 86| 6527 | 89 4,27 | 71 
2 | 428 | 62 3,77 74 
35 | 3,18 | 66 2.73 | 77 
MW | 272 | 67 2.22 | 79 
x |} —223 | _ — 2,23 | we 
Trockensubstanz: 28,21 °/o Trockensubstanz: 29,82 °/o 
Dauer der Vorbehandlung: 45 Stunden. a 
A B 
Minuten | a | k - 10¢ a k - 104 | 
o | ow it = 698 — | 
15 | 488 | 75 4,85 | 76 
2% | 362 | 79 3,15 ! 81 
3 | 256 | 81 240 | 85 | 
0 | 207 | ~~ 88 1,95 | 86 
. |e f° —223 | “ z 
Trockensubstanz: 30,76 °/o Trockensubstanz: 30,18 °/o 





Dauer der Vorbehandlung: 50 Stunden. 











A B 
Minuten | a | k-10¢ a | k - 10¢ | 
o | 697 | — 697 we | 
i | 483 | 77 4,70 | 82 , 
q 
25 | 3846 | 83 3,27 | 89 : 
35 | 247 | 83 2,45 84 
40 | 2.15 | 81 1,95 | 86 
x | —293 | = — 2,23 | _ 
Trockensubstanz: 31,94°/o Trockensubstanz: 31,14°/» 
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Reduziert man die so erhaltenen Konstanten wieder auf 
den Trockengehalt der Hefe von 30°/o, so erhilt man folgende 
Tabelle: 


Vorbehandlungszeit in Stunden ..... O 21 45) 50 
Reaktionskonstanten bei Luftzufuhr .. . 39 66 78 76 
> der Parallelversuche. 39 76 82 2 


Das Ergebnis dieses Versuchs entprach also nicht der 
Erwartung. Die verstirkte Zufuhr an Sauerstoff hatte keine 
erhohte Invertasebildung zufolge, eher eine geringe Abnahme. 
Auffallend ist ferner, daf trotz der wiederholt erneuten Zugabe 
von Zucker keine starkere Zunahme des Inversionsvermégens 
eintrat. 

Sauerstoffzufuhr in anderer Form, niimlich durch Zugaben 
von Wasserstoffsuperoxyd zeigte giinstigere Wirkung, wie aus 
spiter mitzuteilenden Versuchen von Herrn cand. Strém 
hervorging. 

Dafi das Durchleiten von Luft durch die Hefekulturen 
nicht den gewiinschten Erfolg hatte, kann entweder darauf be- 
ruhen, dai die Kulturfliissigkeit mit der Laboratoriumsluft eine 
die Protoplasmabildung hindernde Substanz aufnahm, oder aber 
auf dem schidigenden Einflu$ einer allzu heftigen Bewegung 
der Hefe bei der Liiftung. 


III. 


In der vorhergehenden Mitteilung haben wir einige Ver- 
suche beschrieben, bei welchen sich die Hefe aus relativ wenigen 
Zellen in Rohr- und in Traubenzuckerloésung entwickelt hatte, 
wie bei den Arbeiten von Lichtwitz!) der Fall ist. 

Wir haben seitdem mehrfach Versuche angestellt, um 
die Bedingungen kennen zu lernen, unter welchen even- 
tuell «Fermenthemmungen>» in der Hefe, wie sie Lichtwitz 
beschreibt, eintreten kénnen. Im folgenden sei nur in Kurze 
einer der Versuche erwahnt, welchen wir mit Saccharo- 
myces thermantitonum angestellt haben. Diese Hefe zeichnet 
sich bekanntlich durch ein energisches Wachstum aus, und 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. 78, S. 129, 1912 und Biochem. Zeitschr., 
Bd. 56, S. 160, 1913. 
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dem iiuSeren Habitus nach schienen Anzeichen dafiir vorhanden 
zu sein, daB die Entwicklung in Kohrzuckerlésung eine andere 
war als in Traubenzuckerlésung. Wie sich aber ergab, verlief 
die Enzymbildung in der wachsenden Hefe ziemlich gleichartig 
und unabhingig vom Zuckersubstrat. Von zwei Versuchsreihen 
fiihren wir nur den folgenden an: 

Wihrend etwa 30 Tagen entwickelte sich Saccharomyces 
thermantitonum (Reinkultur vom Berliner Institut fiir Garungs- 
gewerbe) aus eingeimpften Zellen bei 29° in Lindners Nahr- 
l6sung, welche einerseits 5°/o Rohrzucker, anderseits 5°/o 
Traubenzucker enthielt. Die Inversionsfahigkeit der Hefe wurde 
teils in Gegenwart von 0,5 cem Toluol auf 30 ccm Lésung 
gepriift, teils in Abwesenheit von Toluol. 
a ___________ 

















Rohrzuckerlésung Traubenzuckerlésung 
Gewachsen in 
Ohne Toluol | Mit Toluol | Ohne Toluol | Mit Toluol 
Minuten a (k-10*] a |k-10*] a |k-10*} | k - 104 
0 615 — | oe, — 6,15] — 615} — 
40 5,68 6,5 | 5,70; 62] 562! 73] 5,63) 7,2 
80 5,21) 6,7 5,28 6,2 5,06) 7,8 5,20) 6,8 
x —1,97 — }J—1,97 — [—1,97| — ]j—1,97) — 
Trockensubstanz 44,05°/o | Trockensubstanz 49,87 °/o 








Die Mittelwerte der Konstanten auf den Trockengehalt 

55°/o reduziert betragen fiir die Hefe 
gewachsen in Rohrzuckerlésung 6,6 
> » Traubenzuckerlésung 6,6. 

Weitere Versuche sind im Einversténdnis mit Herrn 
Prof. Lichtwitz in Aussicht genommen. Einstweilen wollen 
wir beziiglich der «Fermenthemmung» in lebender Hefe aus 
unseren Versuchen keine endgiiltigen Schliisse ziehen. 
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Kritische Bemerkungen zu der Eisenbestimmung 
nach Neumann. 
Von 


G. Fendler 


Vorsteher der chemischen Abteilung am Untersuchungsamt der Stadt Berlin 
(Direktor: Geheimer Regierungsrat Prof. Proskauer). 


(Der Redaktion zugegangen am 20, Januar 1914.) 


Bei biochemischen Arbeiten wird fir die Bestimmung 
kleiner Eisenmengen zurzeit fast allgemein die Neumannsche 
Methode!) bevorzugt; diese beruht im Prinzip darauf, daB man 
mit Sauregemisch verascht, in der Veraschungsfliissigkeit das 
Eisen durch Erzeugung einer Zinkammoniumphosphatfillung 
niederschligt und alsdann im Niederschlage jodometrisch 
bestimmt. 

Nun gehort die Einwirkung kleiner Eisenoxydsalzmengen 
auf Jodkalium keineswegs zu den leicht zu leitenden und unter 
allen Umstiinden auch nur annihernd quantitativ verlaufenden 
Prozessen.”) Verdiinnungsgrad, Sduregehalt, Jodkaligehalt, 
Phosphatgehalt der Reaktionsfliissigkeit spielen eine wichtige 
Rolle. Neumann hat diesen Verhiiltnissen nicht geniigend 
Rechnung getragen; er beachtet nicht, dal fiir die Titerstellung 
der Thiosulfatldsung das gleiche Flissigkeitsvolumen zu ver- 
wenden ist, wie fiir den Versuch, auch nimmt er auf den Ein- 
fluB gréBerer Phospatmengen keine Riicksicht. 

Zwar gibt Neumann (lI. c.) bei der Begriindung seiner 
Methode selbst an, daB die jodometrische Bestimmung ungenau 


') Diese Zeitschrift, Bd. 37 (1902), 5S. 115 ff. —- Archiv f. Anatomie 
und Physiologie; Physiol. Abt., 1905, S. 208 ff. 

*) Siehe z. B.: Seubert und Dorrer, Zeitschr f. anorgan. Chem., 
Bd. 5 (1894), S. 339 ff. u. 411 ff.; Seubert und Rohrer, Zeitschr. f. an- 
organ. Chem., Bd. 7 (1894), S. 393 ff.; Kiister, Zeitschr. f. anorgan. Chem., 
Bd. 11 (1896), S. 165 ff. 
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werde, wenn die zu titrierende Fliissigkeit viel Phosphorsaure 
enthalte, wahrend durch geringe Mengen das Resultat nicht 
beinfluBt werde; die Menge der Phosphorséure, welche in den 
Niederschlag gelange, sei aber im wesentlichen abhingig von 
der Zinkmenge, welche zugesetzt werde. Hierbei ist nun tiber- 
sehen worden, dai bei Anwesenheit gréSerer Mengen von Erd- 
alkaliphosphaten der Niederschlag nicht nur aus Zinkammonium- 
phosphat besteht, sondern auch viel Erdalkaliphosphate enthiilt, 
so dab in die zu titrierende Flissigkeit relativ groBe Mengen 
Phosphorsiiure gelangen. Dies ist besonders bei der Unter- 
suchung der Milch der Fall. N. Krasnogorsky!) hat schon 
hierauf hingewiesen, indem er sagt: «Da nun grofbe Mengen 
Phosphorsaéure einer genauen Titration hinderlich sind und uns 
der Moéglichkeit berauben, die Reaktion durch Erscheinen und 
Verschwinden von Zinkphosphat zu verfolgen, nahmen wir zur 
Analyse nicht zu grofe Mengen Milch. » 

Daf} man bei genauer Befolgung der Neumannschen An- 
gaben unter Umstinden zu stark abweichenden Ergebnissen 
gelangen kann, werde ich zeigen. Ahnliche Beobachtungen 
miissen auch F. Edelstein und F. v. Csonka?) gemacht 
haben, denn diese Forscher haben im Gegensatz zu Neumann 
nicht nur auf gleiche Konzentrationsverhaltnisse bei Titerstellung 
und Versuch, sondern auch auf héheren Sauregehalt und Jod- 
kaligehalt der zu titrierenden Fliissigkeit Wert gelegt, Mab- 
nahmen, die geeignet sind, die Fehlerquellen der Methode 
wesentlich einzuschriinken. 

Neumann arbeitet wie folgt: Die mit Wasser verdiinnte 
und gekochte Veraschungsfliissigkeit oder eine mit 5 ccm kon- 
zentrierter Schwefelsiure versetzte rein anorganische LOsung 
wird, nach Zusatz von 20 ccm Zinkreagens und eventuell auch 
von 10 cem Eisenchloridlésung, unter Abktihlung mit Ammoniak 
versetzt, bis der voriibergehend auftretende Zinkphosphatnieder- 
schlag gerade wieder in Lisung gegangen ist, oder bis — bei 
Gegenwart von Erdalkaliphosphaten — Lackmus geblaut wird. 
Man kocht nun, sammelt den bisher entstandenen Niederschlag, 


') Jahrbuch fiir Kinderheilkunde, Bd. 64 (1906), S. 651 ff. 
*) Biochemische Zeitschr., Bd. 38 (1912), S. 14 ff. 
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wiischt ihn aus, l6st in verdiinnter Salzsiure, versetzt mit 
Ammoniak bis zum Entstehen eines Niederschlages und gibt 
nun bei Wasserbadtemperatur tropfenweise verdiinnte Salzsiure 
hinzu, bis der Niederschlag gerade wieder gelist ist. Nach dem 
Abkiihlen auf 50—60° titriert man in derselben Weise wie bei 
der Titerstellung. 

Die Titerstellung soll derartig ausgefiihrt werden, daB 
man 10 ccm Eisenchloridlésung (enthaltend 200 mg Fe und 
2 ccm konzentrierte Salzsiiure’ im Liter) mit etwas Wasser, 
einigen Kubikzentimetern Starkel6sung und etwa 1 g Jodkalium 
versetzt, auf 50—60° erwirmt und dann mit ca. !/250-n-Thio- 
sulfatl6sung tilriert. 

Ich habe zuniichst eine Reihe von Versuchen angestellt, 
um zu ermitteln, welche Ergebnisse bei der jodometrischen 
Untersuchung einer reinen Eisenl6sung unter Anlehnung an die 
Neumannsche Arbeitsweise und bei gewissen Modifikationen 
dieser erhalten werden. 

Als Stammlisung benutzte ich eine Eisenchloridlésung 
von Kahlbaum, deren Gehalt mit 0,01 g Fe in 1 ccm ange- 
geben war. Die mit je 25 cem ausgefiihrte gewichtsanalytische 
Kontrolle ergab: 

a) 1,0104 | 
b) 1,0096 | 

Ein iihnliches Ergebnis hatte eine jodometrische Kon- 
trolle, welche wie folgt ausgefiihrt wurde: 10 cem der Eisen- 
losung wurden mit 90 ccm Wasser, 2 g Jodkalium mit 5 ccm 
25°/oiger Salzsiure eine Stunde in verschlossener Flasche 
stehen gelassen, dann mit ca. !/10-n-Thiosulfatlbsung unter 
Starkezusatz titriert. Gefunden: 0,9994 g Fe in 100 ccm. Als 
mafgebend wurde der gewichtsanalytische Befund angesehen. 

20 cem dieser Stammlésung wurden unter Zusatz von 
2 ccm Salzsiiure (D. 1,19) auf 11 aufgefiillt. Diese Losung, 
welche 2,02 mg Eisen in 10 ccm enthielt, diente fiir die fol- 
genden Versuche und wird weiterhin kurz als «Kisenlésung» 
bezeichnet. 

Die ca. !/250-n-Thiosulfatl6sung wurde jeweils frisch bereitet 
durch Verdiinnen von 40 cem einer ca. !/10-n-Thiosulfatlésung 


im Mittel 1,01 g Fe in 100 cem. 
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auf 11. Kin Kubikzentimeter der ca. 1/10-n-Thiosulfatlésung 
entsprach 0,01262 g J bezw. 0,005552 g Fe. Demnach ent- 
sprach 1 ccm der ca. 1/2s0-n-Thiosulfatl6sung 0,222 mg Fe. 
Hieraus berechnet sich der theoretische Verbrauch 
fir 10 ccm «Eisenlésung» zu 9,1 cem ea. !1/250-n-Thio- 
sulfatlésung. 

1. Zunichst verfuhr ich genau, wie Neumann dies fiir 
die Titerstellung vorschreibt. Es wurde ein Gemisch von 

10 ccm Eisenlésung 
20 » Wasser 
1g Jodkalium 
3 cem Stirkelosung 
auf 50—60° erwirmt und dann titriert. Der Verbrauch an 
Thiosulfatldsung betrug 8,9 ccm. 

2. Bei einem weiteren Versuch wurden nicht 20 ccm, 
sondern 150 ccm Wasser verwendet; im tbrigen wurde wie 
bei 1. verfahren. Bei der Titration war kein scharfer Um- 
schlag zu erzielen, da die Fliissigkeit von Anfang an griin und 
nicht blau war. Dieser Mifstand laBt sich vermeiden, wenn 
man die Stirkeldsung erst nach erfolgter Jodabscheidung der 
erkalteten Fliissigkeit zusetzt. Beiallen weiteren Versuchen 
ist in dieser Weise verfahren worden. 

3. 10 ccm Eisenlésung 

20 » Wasser 

1g Jodkalium 
auf 50—60° erwiarmt, abgekihlt, Starkeldsung zugesetzt und 
titriert. 

Thiosulfatverbrauch: 8,9—9,0—9,0—9,0—8,9 ccm. 

4. 10 cem Eisenlosung 

140 » Wasser 
1g Jodkalium 
auf 50—60° erwiirmt, abgekiihlt, Starkel6sung zugesetzt und 
titriert. 
Thiosulfatverbrauch: 8,45—8,65 ccm. 
10 cem Eisenlésung 
290 » Wasser 
1g  Jodkalium 


we) | 
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auf 50—60° erwarmt, abgekiihlt, Stirkeldsung zugesetzt und 


titriert. 
Thiosulfatverbrauch: 8,45 ccm. 


6. 10 cem Eisenlésung 
140 » Wasser 
2,9 » Salzsdure (25 °/oig) 


1 g Jodkalium 
auf 50—60° erwarmt, abgekiihlt, Staérkelosung zugesetzt und 


titriert. 
Thiosulfatverbrauch: 9,5 ccm. 


10 ccm Eisenlésung 


~] 


140 » Wasser 
2,5 » Salzséure (25°/oig) 
0,5 g  Jodkalium 


auf 50—60° erwiirmt, abgekiihlt, Stirkeldsung zugesetzt und 


titriert. 
Thiosulfatverbrauch: 9,15—9,25 ccm. 


8. 10 ccm Eisenlésung 
290 » Wasser 
6 g Jodkalium 
auf 50—60° erwirmt, abgekihlt, Stirkeldsung zugesetzt und 


titriert. 
Thiosulfatverbrauch; 9,1 ccm. 


9. 10 cem Eisenlésung 
290 » Wasser 
2,5 » Salzsdure (25°/oig) 
6 g Jodkalium 
auf 50—60° erwiirmt, abgekiihlt, Staérkeldsung zugesetzt und 
titriert. 
Thiosulfatverbrauch: 10,2—9,85—9,85—10,3 ccm. 
Hierbei mufi bemerkt werden, dafi eine L6sung von 6 g 
Jodkalium und 2,5 cem 25°/oiger Salzsiéiure in 300 ccm Wasser, 
auf 50—60° erwairmt, abgekiihlt und mit Stirkelésung versetzt 
sich nicht farbte. 
10. 10 ccm Eisenlésung 
290 » Wasser 
2,5 » Salzsiure (25°/oig) 
1 g Jodkalium 
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auf 50—60° erwirmt, abgekihlt, mit Starkeldsung versetzt und 
titriert. 
Thiosulfatverbrauch: 9,1—9,4 ccm. 
11. 20 cem Ejisenlésung 
280 » Wasser 

2.5 » Salzsdure (25°/oig) 

6 g Jodkalium 
auf 50—60° erhitzt, abgekihlt, Stirkelosung zugesetzt und 
titriert. 
Thiosulfatverbrauch: 19,4 cem (= 9,7 ccm fiir 10 ccm Eisenlésung). 

Wie diese Versuche zeigen, werden unter Umstianden 
durch scheinbar unwesentliche Abanderungen der Versuchs- 
anordnung Ergebnisse erhalten, die nicht unbetriichtlich von 
der Wirklichkeit abweichen. Es war nicht der Zweck vor- 
liegender Arbeit, diesen Verhiiltnissen eingehender nachzu- 
forschen und etwa festzustellen, unter welchen Bedingungen 
auch in sehr verdiinnten Lésungen stets zutreffende Ergeb- 
nisse erhalten werden. Bei hohem Jodkaligehalt in stark saurer 
Losung wird man beispielsweise durch Ausschaltung des Luft- 
sauerstoffs vielleicht bessere Ergebnisse erzielen. 

Jedenfalls zeigen einzelne Versuche, dai auch bei sehr 
starker Verdtinnung Versuchsanordnungen getroffen werden 
kénnen, welche zu absolut richtigen Ergebnissen fiihren; aus 
den Versuchen geht ferner hervor, daB, wenn man bei der 
Titerstellung das Volumen der Fliissigkeit aufer acht 1labBt, 
Abweichungen nicht zu vermeiden sind. 

Viel wichtiger erschien es mir nun im vorliegenden Falle, 
einiges tiber den EinfluB der Anwesenheit von Phosphaten auf 
das Ergebnis der jodometrischen Eisenbestimmung nach Neu- 
mann festzustellen. 

12. 10 cem Eisenlosung 

20 » Wasser 

5 Tropfen 25°/oige Phosphorsaure 

1 g Jodkalium 
auf 50—60° erhitzt, abgekiihlt, Stirklédsung zugesetzt und 
titriert. 

Thiosulfatverbrauch: 5,85 ccm. 
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Bei gleicher Versuchsanordnung ohne Phosphorsdure- 
zusatz waren 8,9—9,0 ccm (Versuch 3) verbraucht worden. 

Wenn auch durch Versuch 12 der bereits bekannte stérende 
Einflu8 der Phosphorsdure bestitigt wird, so hat es doch fiir 
die Beurteilung der Neumannschen Methode nur einen Zweck, 
festzustellen, welchen Einflu8{ die in den Zinkniederschlag ge- 
langenden Phosphatmengen auf das Ergebnis ausiben. 

13. 50 ccm Sauregemisch (nach Neumann) 

150 » Wasser 

20 » Zinkreagens (nach Neumann) 
wurden genau nach Neumanns Angaben mit Ammoniak neu- 
tralisiert und gekocht. Die salzsaure Lésung des Zinkam- 
moniumphosphatniederschlages wurde mit 

10 cem Eisenlésung 
versetzt und nach Neumann weiter behandelt. Die zu titrie- 
rende, ca. 150 ccm betragende Fiiissigkeit wurde erst nach 
der Jodabscheidung und dem Abkiihlen mit Stirkelésung versetzt. 
Thiosulfatverbrauch: 8,35 ccm. 

Bei der unter gleichen Verhaltnissen (Versuch 4) aus- 
gefiihrten Titerstellung wurden 8,45—8,65 ccm verbraucht; die 
Abweichung ist mithin nicht wesentlich. 

14. 50 cem Sauregemisch 

150 » Wasser 
1 g Tricalciumphosphat 
wurden bis zur Losung des Calciumphosphats erhitzt, nach 
dem Abkiihlen wurden 
20 ccm Zinkreagens 
10 » Ejisenlésung 
zugesetzt. Im tbrigen wurde nach Neumann verfahren, nur 
wurde auch hier zu der ca. 150 ccm betragenden zu titrieren- 
den Filiissigkeit erst nach dem Abscheiden des Jods und dem 
Erkalten Stiarkeldsung zugesetzt. 
Thiosulfatverbrauch: 8,25 ccm. 

15. Es wurden 3,5 g Tricalciumphosphat zugesetzt, im 
ubrigen wurde wie bei Versuch 14 verfahren. Der Nieder- 
schlag war sehr voluminds. 

Thiosulfatverbrauch: 5,5 ccm. 
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16. 1 g Tricalciumphosphat wurde in 100 cem salzsaurem 
Wasser gelést, der LOsung wurden 5 ccm konzentrierte Schwefel- 
siure, 10 ccm Eisenlésung und 20 ccm Zinkreagens zugesetzt. 

Im tbrigen wurde wie bei den friiheren Versuchen ver- 


fahren. 
Thiosulfatverbrauch: 7,1 ccm. 
17. Wie bei Versuch 16, aber unter Verwendung von 
3,5 g Tricalciumphosphat, welches in 250 ccm salzsaurem 
Wasser gelost wurde. 
Thiosulfatverbrauch: 2,6 ccm. 


Fiir eine weitere Versuchsreihe wurde in Anlehnung an 
das Neumannsche Verfahren eine gréfere Menge Phosphat- 
niederschlag hergestellt, in Losung gebracht und anteilsweise 
den zu titrirenden Flissigkeiten zugesetzt. 

10 g Tricalciumphosphat wurden in 20 cem 25°/oiger Salz- 
siiure und 480 ccm Wasser gelodst, die L6sung wurde mit 15 ccm 
konzentrierter Schwefelsiure und 60 ccm Zinkreagens versetzt, 
mit Ammoniak unter Abkiihlung neutralisiert, bis sie Lackmus- 
papier bliiute, und !/2 Stunde im Wasserbade erhitzt. Der sehr 
reichliche, voluminése Niederschlag wurde auf einer Filterplatte 
abgesaugt, mit heifem Wasser gut ausgewaschen, in heifer, 
verdiinnter Salzsiiure gelést, die Lésung auf dem Wasserbade 
erhitzt, mit Ammoniak versetzt, bis der Niederschlag bestehen 
blieb, durch Salzséiurezusatz wieder geklart und nach dem 
Abkiihlen auf 500 cem aufgefiillt. Diese Lésung sei im folgenden 
als «Phosphatl6sung» bezeichnet. 


18. 10 ccm Eisenloésung 
50 » Phosphatlosung 
240 Wasser 


2,9 » Salzséure (25°/0ig) 
1 g Jodkalium 
auf 50—60° erhitzt, abgekiihlt, Starkelésung zugesetzt und 
titriert. 
Thiosulfatverbrauch 5,35 ccm. 
Bei gleicher Versuchsanordnung ohne Zusatz von Phos- 
phatlésung wurden 9,1—9,4 ccm verbraucht (siehe Versuch 10). 
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19. 10 ccm Eisenlésung 
D0 -  Phospatlésung 
240 » Wasser 
2,0 » Salzsdure (25 °/o ig) 


6 g Jodkalium. 
Wie vorher behandelt. 
Thiosulfatverbrauch 10,05 ccm. 
Bei gleicher Versuchsanordnung ohne Zusatz von Phos- 
phatlésung wurden 9,85—10,3 ccm verbraucht (siehe Versuch 9). 


20. 10 cem Eisenlésung 
150 Phosphatlosung 
140 » Wasser 
2,5 Salzsiiure (25 °/o ig) 


6 g Jodkalium. 
Wie vorher behandelt. 


Thiosulfatverbrauch 9,6 ccm. 


21. 20 cem Eisenlésung 
50 >» Phosphatlosung 
230 » Wasser 
2,5 » Salzsaure (25°/oig) 


1 g Jodkalium. 
Wie vorher behandelt. 


Thiosulfatverbrauch 8,45 ccm 
(= 4,2 ccm fiir 10 ccm Eisenlésung!). 
22. 20 cem Eisenlésung 
150 » Phosphatlésung 
130 » Wasser 
2,5 » Salzséure (25°/oig) 
6 g Jodkalium. 
Wie vorher behandelt. 
Thiosulfatverbrauch 16,1 ccm. 
Bei gleicher Versuchsanordnung ohne Phosphatzusatz 
(siehe Versuch 11) wurden 19,4 ccm verbraucht. 
Ich glaube, es bedarf keines weiteren Materials, um dar- 
zutun, dafi bei der Untersuchung solcher Objekte, welche reich 
an Erdalkaliphosphaten sind, die Neumannsche Methode in 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXIX. 20 
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der vom Autor angegebenen Form versagt. Verfahrt man in 
der von Edelstein und v. Csonka (1. c.) angegebenen Weise, 
also unter Verwendung von 6 g Jodkalium und 2,5 cem Salz- 
siiure auf 300 ccm Fliissigkeit, so wird offenbar der Einflu8 
der Phosphate zum groften Teil beseitigt, und es werden Er- 
gebnisse erhalten, welche der Wahrheit nahe kommen. 

Immerhin diirfte aus meinen Versuchen hervorgehen, dal 
die Neumannsche Methode nicht unbedingt zu den exakten 
gerechnet werden kann, und dafi es wiinschenswert ist, tiber 
ein zuverlissigeres Verfahren zu verfiigen. Ich beabsichtige, 
in dieser Richtung weiter zu arbeiten und zunichst zu unter- 
suchen, ob das von Neumann verworfene Permanganatver- 
fahren sich vielleicht doch besser bewéhrt. Auch das von 
Nottbohm und Weifwange') angegebene Verfahren erscheint 
beachtenswert. 

Um Einwiinden zu begegnen, méchte ich noch bemerken, 
dal} die von mir angewendeten Tricalciumphosphatmengen keines- 
weg iibertrieben grof} sind. Bei dem geringen Eisengehalt der 
Milch z. B. sind groBe Mengen Ausgangsmaterial erforderlich: 
Edelstein und v. Csonka veraschen 11 Milch. Die in 11 
Milch enthaltene Mengen von Kalk und Phosphorsaure entsprechen 
etwa 4 g Tricalciumphosphat. 

‘) Zeitschr. f. Untersuchung der Nahrungs- und Genufmittel, Bd. 23 
(1912), S. 514ff. 


























Q Zur Chemie der Bakterien. 
III. Mitteilung. 


Uber die chemische Zusammensetzung der Diphtheriebacillen. 
Von 


HR RL ERAN eek 


Sakae Tamura (Tokio). 


(Aus dem hygienischen und dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15, Januar 114.) 


Die chemische Zusammensetzung der Bakterien stimmt in 
ihren Grundztigen mit dem Bau der iibrigen Protoplasmen iiber- 
ein, insofern sie die wesentlichen Bausteine der Proteinstoffe, 
der Nucleinsubstanzen, der Phosphatide, sterinartige Korper 
und Kohlenhydrate aufweist. Meine erste Mitteilung iiber die 
Tuberkelbacillen und tiber das Mykobacterium lacticola |abt 
dies deutlich erkennen. Doch haben sich bestimmte Eigentiim- 
lichkeiten der genannten Bakterien ergeben, welche die Zell- 
substanz dieser Organismen auszeichnen. In quantitativer Hin- 
A sicht ist das Uberwiegen des Phenylalanins unter den Protein- 
| bausteinen bemerkenswert, in qualitativer Beziehung das Fehlen 
des nicht oxydierten Schwefels in den Proteinen und besonders 
das Auftreten des Mykols an Stelle der Sterine. 

Diese Befunde regen zu der Frage an, bis zu welchem 
Grade sich die Spezieseigentiimlichkeiten und die biologischen 
Eigenschaften verschiedener Bakterienarten in ihrer chemischen 
Zusammensetzung auspriigen. Ergibt die chemische Beschaffen- 
; heit der Bakterien Anhaltspunkte fiir ihre Klassifizierung ? 

i" Auferdem wurde durch meine Untersuchungen eine spezielle 
Frage aufgeworfen. Nachdem ich das Mykol als Ursache der 
Saurefestigkeit der vorhin genannten Bakterien erkannt hatte, 
schien es mir wichtig, eine andere Bakterienart, welche die 
Sdurefestigkeit nicht zeigt, auf das Vorhandensein von Mykol 
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zu untersuchen. Ich wahlte dazu die Diphtheriebacillen, welche 
sich morphologisch und biologisch von den Tuberkelbacillen und 
dem Mykobacterium lacticola erheblich unterscheiden. 


Material. 


Zunachst muBte ich versuchen, einen Naéhrboden aus- 
findig zu machen, welcher die Gewinnung hinreichender Material- 
mengen und die leichte Trennung der Bakterienmasse von dem 
Wachstumsmedium gestattet. Bekanntlich gedeihen Diphtherie- 
bacillen besonders gut auf einer Fleischbriihe, die statt des 
sonst gebriuchlichen Witteschen Peptons 2°/o Chapoteau- 
Pepton enthalt. Indes zeigte das Hautchen, das der Bacillus 
auf dieser Bouillon bildet, bei lamgerem Aufenthalt im Brut- 
schrank eine Neigung zum Sinken, welche die Trennung der 
Bakterien von ihrer Niahrfliissigkeit bedeutend erschwert. 

Um grofe Mengen von reinen Diphtheriebacillen leicht 
zu bekommen, bewidhrte sich mir folgendes Verfahren: 500 g 
klein gehackte Hammelnieren werden mit 1000 ccm Wasser 
gekocht und in gleicher Weise wie bei der Fleischwasser- 
bereitung behandelt. Diesem Hammelnierenextrakt werden 20 g 
Pepton-Chapoteau und 5g Kochsalz hinzugesetzt und die 
Mischung im Kolben in den Dampftopf bis zur Lésung gestellt, 
dann wird sie mit Natron vorsichtig alkalisch gemacht (Indi- 
kator: Lackmus), alsdann wird filtriert und sterilisiert. 

Diese Hammelnierenbouillon mit Zusatz von Pepton- 
Chapoteau wird in nicht zu hoher Schicht in Erlenmeyer- 
Kolben gefiillt (etwa 100 ccm in 300 ccm fassende Kolben, bei 
sulchen mit gréBerer Bodenflaéche entsprechend mehr) und nach 
Sterilisation mit frischer Diphtheriebacillenkultur so geimpft, dab 
die Bacillenmasse sich auf der Oberfliiche schwimmend erhilt. 

Auf diesem Nihrboden vermehren sich die Diphtherie- 
bacillen sehr kraftig und bilden nach 24stiindiger Bebriitung 
bei 36° C. ein dickes, glattes Hiutchen, welches 2—3 mm hoch 
an der Glaswand hinaufklettert. Die Héautchen sind im all- 
gemeinen glatt, briichig, von weifgelblicher Farbe und ohne 
eigentliche Farbstoffbildung. Allmahlich nimmt der Belag an 
Dicke zu, hat aber keine Neigung, zu Boden zu sinken, wenn 
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man den Kolben ruhig stehen léBt. Nach 24 Stunden wurde 
eine Ammoniakentwicklung wahrgenommen, die so stark war, 
daB der ganze Briitofen mit einem eigentiimlichen, an Harn- 
zersetzung erinnernden Geruch angefiillt wurde. Das Innengas 
des Kolbens reagierte deutlich alkalisch gegen Lackmuspapier 
und bréunte gelbes Curcumapapier. Die Bacillen sind kurze, 
dicke Staéibchen und haben alle morphologischen Merkmale der 
Diphtheriebacillen. 

Nach fiinftagiger Kultivierung wurden die Kélbchen vor- 
sichtig dekantiert, soda die Schwimmhiutchen an der Glas- 
wand angehaftet blieben und nur die untenstehende klare 
Bouillon entfernt wurde. Die in den K6lbchen zuriickgebliebenen 
Bakterien wurden mit Wasser auf Filtrierpapier gesammelt und 
griindlich ausgewaschen, bis das Filtrat vom Naihrmedium ganz 
befreit war. Die so gesammelte Bakterienmasse war matt gelb- 
wei und wurde im Trockenschrank unter allméahlicher Steige- 
rung der Temperatur auf 90° C. eine Viertelstunde erhitzt und 
darauf bei 37° C. ganz getrocknet. Der so getrocknete Diphtherie- 
bacillus sah ganz braun aus und lief sich leicht pulverisieren. 

Mit dieser Methode habe ich tiber 50 g Diphtheriebacillen 
in getrocknetem Zustande erhalten. Dieses Material hat 9,75°/o 
Stickstolf. 


Lipoidstoffe. 


In den Tuberkelbacillen und Mykobacterium lacticola 
hatte ich in allen Fraktionen der lipoiden Stoffe keine Substanz, 
die Cholesterinreaktion zeigte, gefunden. Statt dessen erschien 
ein hochmolekularer Alkohol, der alle charakteristischen Fiér- 
bungsreaktionen der Bakterienkérper aufwies, das «Mykol».') 
In den Diphtheriebacillen ist die Menge der lipoiden Stoffe 
nicht so grof wie in den Tuberkelbacillen und es war deshalb 
sehr schwierig, an ihnen eine eingehendere chemische Unter- 
suchung der Lipoide auszufiihren. Immerhin konnte ich fest- 
stellen, daB in allen Fraktionen der lipoiden Stoffe von Diphtherie- 
bacillen ebenso wie bei den friiher von mir untersuchten Bakterien- 
arten keine Cholesterinreaktionen zu erhalten sind. 





") Siehe diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 93. 
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Die Untersuchung der lipoiden Stoffe wurde in ganz 
gleicher Weise wie bei dem Tuberkelbacillus vorgenommen: 
45 g derim Vakuum iiber Schwefelsiure getrockneten Diphtherie- 
bacillen wurden zuerst mit Ather (I) und dann mit Alkohol (II) 
extrahiert. 

Das iitherische Extrakt (1) war hellgelb, es wurde auf 
ein kleines Volumen eingedampft und mit Aceton gefallt. Der 
Niederschlag (Ia) bildete eine weife zusammengeballte Masse, 
welche phosphorhaltig war. Zur weiteren Reinigung wurde 
der Niederschlag in Ather gelést und mit Alkohol gefiillt. Es 
entstand ein weifer, flockiger Niederschlag, nach 3—4 maliger 
Reinigung wurde er aus heifem Alkohol umkrystallisiert; so 
bekam ich ganz weiBe wachsartige Massen, die bei 180° C. 
schmolzen und keinen Phosphor enthielten. Diese wachsartige 
Substanz erwies sich bei Farbungsversuchen als grampositiv, 
aber nicht séurefest (siehe unten). 

Die phosphorhaltige Substanz, die aus iitherischer Losung 
durch Aceton gefiillt, aber durch Alkohol nicht gefallt wurde, 
wog 0,005 g¢ und wurde nicht weiter untersucht. 

Das alkoholische Extrakt (Il), welches Phosphatide 
enthielt, wurde im Vakuum abgedampft und der Riickstand 
mit Ather extrahiert. Die ftherische Lésung wurde nach hin- 
reichender Konzentration mit Aceton versetzt, so lange noch 
Fallung eintrat. Diese Operation, die aus Acetonfallung und 
Atherlésung besteht, wurde dreimal wiederholt, dann léste 
sich der Acetonriickstand klar in Ather. SchlieSlich wurde 
diese Substanz einmal in Alkohol gelist. Auf diese Weise er- 
hielt ich eine gelbbraune klebrige Masse, die in Ather und 
Alkohol glatt lislich war. Die so von Fett befreite Substanz 
wog 0,31 g. Die Analyse dieser Substanz fiihrte zu folgenden 
Ergebnissen: 

0.1390 g Substanz, nach Neumann auf Phosphor untersucht, 
verbrauchen 9,8 ccm "/e-Natronlauge, d. i. 3,9°%o P. 
0,1220 g Substanz, nach Kjeldahl auf Stickstoff untersucht, 
verbrauchen 1,4 cem "/10-Schwefelsdure, d. i. 1,6°/o N. 

Das Verhiiltnis P: N betragt 1: 0,91. Hiernach ist kein 
Zweifel, daB die Hauptmenge der Substanz aus Diphtherie- 
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bacillen nicht die gleiche ist, wie aus Tuberkelbacillen und 
Mvkobact. lact., die sich als Diaminomonophosphatid erwies. 
Man kann vielmehr aus den Analysen schliefen, dab hier ein 
Monoamino-monophosphatid, wie Lecithin, vorliegt. 


Proteinstoffe. 


Die in oben beschriebener Weise entfetteten und ge- 
trockneten Diphtheriebacillen, deren Menge 40 g betrug, wurden 
nun mit einer Mischung von zwei Teilen konzentrierter Schwefel- 
siiure und einem Teil Wasser zerrieben und dann mit Wasser 
verdiinnt, bis der Schwefelsiuregehalt ungefiihr 5°/o betrug. 
Der bei der Verdiinnung mit Wasser entstandene flockige Nieder- 
schlag war gelbweifi und amorph. Die Zerstérung des Bacillen- 
leibes wurde dadurch so vollstaindig bewirkt, daB man unter 
dem Mikroskop keine unveriéinderten Bakterien mehr sehen 
konnte. Die Fliissigkeit (A) wurde von diesem Niederschlag 
(B) abfiltriert. Die weitere Verarbeitung des Niederschlags 
siehe unten. 

Das Filtrat (A) war klar, gelblich und reduzierte Kupfer- 
ldsung bei alkalischer Reaktion. Es zeigte keine auf Eiweils 
hinweisende Farbenreaktion. Um die reduzierende Substanz 
abzutrennen, wurde das Filtrat mit Phosphorwolframsiure ge- 
fallt und vom Niederschlag abfiltriert. Dieses neue Filtrat (C) 
wurde weiter fiir die Untersuchung der reduzierenden Sub- 
stanzen aufbewahrt. (Siehe IV. Mitteilung.) 

Der Phosphorwolframsiureniederschlag wurde mit 5°/oiger 
Schwefelsiure ausgewaschen, dann mit tiberschiissigem Baryt 
zersetzt und filtriert. Das Filtrat wurde nach Entfernen des 
iiberschiissigen Baryts durch Kohlenséure eingedampft. Diese 
konzentrierte Lésung zeigte die gleichen Reaktionen der Nuclein- 
basen wie bei Tuberkelbacillen und Mykobact. lact.!) Sie wurde 
mit Pikrinsiiure versetzt, aber in diesem Falle war die Menge 
des Pikrates zu gering, um eine Analyse auszufiihren. Nach 
der Schmelzpunktbestimmung und der mikroskopischen Unter- 
suchung ist Adeninpikrat anzunehmen. 


') Siehe J. Mitteilung: Diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 100. 











294 Sakae Tamura, 


Der durch Wasser gefillte Niederschlag (B) wurde 
mehrmals mit Wasser gewaschen, bis die Reaktion des Wasch- 
wassers nicht mehr sauer war. Bei der wiederholten Waschung 
mufs man dem Waschwasser etwas Alkohol hinzufiigen, be- 
sonders wenn die Reaktion fast neutral ist, sonst geht ein 
Teil des Eiweifes, das in Wasser léslich ist, verloren. Der 
griindlich gewaschene Niederschlag wurde nochmals einer aus- 
giebigen Extraktion mit Alkohol und Ather unterworfen. Die 
aus 40 g entfetteter Diphtheriebacillen erhaltene Menge des 
Niederschlags B betrug 26,5 g. Diese Masse bestand im wesent- 
lichen aus Eiweifh, enthielt keine reduzierende Substanz mehr 
und zeigte fast alle bekannten Eiweifbreaktionen (Biuretreaktion, 
Xanthoproteinreaktion, Millonsche Reaktion, Tryptophanreak- 
tion); nur die Schwefelbleireaktion war negativ. Also beziiglich 
der Farbenreaktionen stimmt sie mit der Eiweifimasse aus 
Tuberkelbacillen und Mykobact. lact. gut tiberein. Sie enthielt 
12,99°/o Stickstoff (bei Tuberkelbacillen 9,2 °/o; bei Mykobact. 
lact. 8,2°/o) und war teilweise loslich in Wasser, verdtinnter 
Kochsalzloésung, verdiinnten Alkalien und konzentrierter Schwefel- 
saure. 

Wenn auch die Loéslichkeitsverhiiltnisse kein wissenschaft- 
liches Einteilungsprinzip der Eiweifik6rper darstellen, so ergibt 
sich aus ihnen doch in unserem Falle, da die Proteinstoffe 
der Diphtheriebacillen einen anderen chemischen Charakter 
als die der Tuberkelbacillen und des Mykobact. lact. haben. 

Zur Gewibheit wird diese Vorstellung auf Grund der 
quantitativen Ergebnisse der Eiweifspaltung. Wenn es. aller- 
dings auch in keinem Falle gelungen ist, auch nur annihernd 
die Menge aller Spaltungsprodukte festzustellen, so zeigen doch 
die bisher festgestellten Abbauprodukte des Diphtheriebacillen- 
proteins im Gegensatz zu dem TuberkelbacilleneiweiB zum 
mindesten bedeutende quantitative Unterschiede. 

Ich fiihrte die Hydrolyse dieser Eiwei{masse aus Diphtherie- 
bacillen aus, indem ich 25 g Substanz mit 25°/oiger Schwefel- 
siure am RiickfluBkiihler 14 Stunden lang erhitzte. Das braun- 
sechwarze Reaktionsprodukt zeigte keine Biuretreaktion mehr. 
Die ausgeschiedene dunkle Masse, welche groBtenteils aus fett- 
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siureiihnlichen Stoffen bestand, wurde nach dem Erkalten ab- 
filtriert; ihre Menge betrug 1,2 g, also 4,8°/o der angewandten 
EiweiBmasse. Dieselbe wurde mit Ather extrahiert. Die nach 
Verdunsten des Athers hinterbliebene braune Masse wurde in 
siedendem Alkohol gelést. Aus der Lisung schied sich beim 
Abkiihlen ein geringer flockiger Niederschlag aus. Die Menge 
war zu gering fiir weitere Untersuchungen, aber nach dem 
Verhalten zu Farbstoffen kann man sagen, dah es kein Mykol 
ist. Filtrat und Waschwasser wurden vereinigt und nach dem 
Verfahren von Kossel und Kutscher ganz ebenso wie bei 
Tuberkelbacilleneiweif verarbeitet. 

Die hellgelbe von Huminstoff und Ammoniak befreite 
Fliissigkeit wurde bei Gegenwart von Schwefelséure mit Phos- 
phorwolframsiiure gefallt. 

Diaminosdurefraktion: Aus dem mittels Phosphor- 
wolframsiiure abgeschiedenen Niederschlag werden mit Hilfe 
des bekannten Verfahrens Arginin und Histidin in das Pikro- 
lonat, das Lysin in das Pikrat iibergefiihrt. Alle diese Sub- 
stanzen wurden durch den Schmelzpunkt identifiziert. 

Die Menge des Argininpikrolonats betrug 2,45 ¢ 

> > Histidinpikrolonats 0.327 » 

Lysinpikrat wog 2,12 » 

Um die Verschiedenheit der einzelnen Eiweibk6érper auf- 
zuklaren, hat man sich mehrfach bemiiht, einzelne besser isolier- 
bare Spaltungsprodukte, so die Diaminosiiuren, quantitativ zu 
bestimmen. Die nachstehende Tabelle gibt eine Ubersicht dieser 
EiweiBbasen in den Diphtheriebacillen. 











Tabelle I. 
In 25 g Kiweis ——_ 
| des Diphtheriebacillus | %o in Eiweil 
| i | 
Arginn. .. 2... | 1,065 | 4,25 
Histidin. . . 2... 0.1212 | 0,485 
a ae 0,838 | 3,34 


Monoaminosidurefraktion. Sie wurde durch Baryt 
von Schwefelsiiure und Phosphorwolframsiiure befreit und ab- 
gedampft; der gesamte Stickstoff in der Lisung betrug 1,783 g. 
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Tyrosin: Um das schwer lésliche Tyrosin ganz zu ge- 
winnen, wurde die LOsung verdampft, bis schon in der Wirme 
eine reichliche Krystallisation eintrat. Nach dem Erkalten wurde 
filtriert und die Krystallmasse, welche ungefaéhr 2 g betrug, 
mit wenig Wasser ausgewaschen. Den Riickstand l6éste ich 
dann in 100 ccm siedendem Wasser, kochte ihn mit Tierkohle, 
dampfte das klare Filtrat bis auf 50 cem ,ein und lief es in 
der Kilte stehen. Die Ausbeute an ziemlich reinen Tyrosin- 
krystallen betrug 0,6 g. Die Mutterlauge von Tyrosin wurde 
weiter abgedampft und ftir die Leucin- und I[soleucinunter- 
suchung aufbewalhrt. 

Das nochmals aus heifbem Wasser umkrystallisierte Tyrosin- 
priparat schmolz bei 293° (unkorr.) und gab folgende Zahlen: 
3.16 mg Substanz: 0,206 cem N*) (11°, 767 mm). 

C,H,,NO,. Ber. N: 7,74%, gef. N: 7.91 %o 

Leucin: Als die Mutterlauge der Tyrosinkrystalle weiter 
bis auf 20 ccm abgedampft wurde, schieden sich reichlich 
weibe Krystalle aus, die bei mikroskopischer Untersuchung aus 
charakteristischen «Leucinkugeln» und nadelf6rmigen Krystallen 
bestanden. Die ganze Masse betrug 1,2 g. Um das Leucin 
moglichst von dieser Mischung zu trennen, habe ich die ganze 
Masse in 500 cem Wasser gelést, eine Stunde mit tber- 
schiissigem, frisch gefilltem Kupferoxydhydrat gekocht, ab- 
filtriert, den Riickstand wiederholt mit Wasser ausgekocht, bis 
das Filtrat nicht mehr gefirbt war und die vereinigten Filtrate 
(zusammen 800 ccm) bei Zimmertemperatur tiber Nacht stehen 
lassen. Die ausgeschiedenen hellblauen Krystallschuppen wurden 
mit 50 cem Wasser ausgekocht. Es verblieb ein Rest von 
0,25 g schwer léslichem Kupfersalz, das hauptsiéchlich aus der 
Leucinverbindung bestand. Ein Teil desselben, der mit siedendem 
Wasser umkrystallisiert wurde, ergab nach dem Trocknen den 
folgenden Stickstoffgehalt : 

3,63 mg Substanz: 0,25 cem N (10,5°, 767 mm). 
(C,H,,NO,),Cu. Ber. N: 8,67°o, gef. N: 8,39%o. 


‘) Die Elementaranalysen wurden in allen Fallen nach Pregl 


ausgefihrt. 


~~ 


ae 











eet 








Zur Chemie der Bakterien. III. 297 


Ein anderer Teil des Kupfersalzes des Leucins wurde 
mit Schwefelsaure geliést und mit Schwefelwasserstoff das 
Kupfer entfernt. Das klare Filtrat von CuS wurde mit Baryt 
neutralisiert. Die freie Aminosiiure wurde mit Alkohol gefallt. 
Die so erhaltenen Leucinkugeln erschienen aus deutlich radial 
gruppierten, sehr diinnen Bblattchen zusammengesetzt und 
schmolzen in geschlossenen R6hrehen bei 275° C. (unkorr.). 

Die Analyse ergab folgende Zahlen: 

3,07 mg Substanz: 0,270 ccm N (11,5°, 761 mm). 
C,H,,0,N. Ber. N: 10,69%, gef. N: 10,599, 

Also kann es kein Zweifel sein, dali der aus dem 
Diphtheriebacilleneiweif in dieser Weise erhaltene Kérper mit 
dem gewohnlichen Leucin identisch ist. Seine in dieser 
Weise gefundene Menge ist aber viel geringer als die tat- 
siichlich in der Eiweifmenge vorhandene. 

Isoleucin: Die vom Leucinkupfer abfiltrierte hellblaue 
Losung wurde bis zur Trockene abgedampft und der getrock- 
nete tiefblaue Riickstand mit Methylalkohol extrahiert. Das 
in Methylalkohol lésliche Kupfersalz wurde abgedampft und 
wieder in Methylalkohol gelést. Dieses Verfahren habe ich 
dreimal wiederholt; auf diese Weise habe ich 0,3 g eines blau 
violetten Kupfersalzes, das vollkommen in kaltem Methylalkohol 
loslich war, erhalten. 

Die Analysen ergaben folgende Zahlen: 

4,19 mg Substanz: 0,294 cem N (11°, 759 mm). 

3,610 » : : 5,920 mg CO,, 2,26 mg H,0, 0,885 mg CuO. 

(CgH,.NO,),Cu. Ber.: C 44,47%o, H 7,47%, Cu 19,63°%Jo, N 8,67%o. 
Gef.: C 44,72°/o, H 7,01°/o, Cu 19,59°/o, N 8.42%. 

Die Forme! stimmt also mit der der Leucine tiberein 
und die Léslichkeit weist auf das Isoleucin hin. 

Der in Methylalkohol unldsliche Riickstand bestand aus 
blauen Krystallen, welche in Wasser leicht lOslich waren, und 
wurde nicht weiter untersucht. 

Prolin: Die vom rohen Tyrosin abfiltrierte braungelbe 
Fliissigkeit wurde bis zur Trockene abgedampft und dreimal 
mit absolutem Athylalkohol ausgekocht. Die nach dem Ver- 
dunsten der alkoholischen Lésung zuriickbleibende Aminosiure 
wurde zur Reinigung wieder mit Athylalkohol aufgenommen. 
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Der von unloslichen Substanzen abgetrennte Alkohol wurde 
nochmals abgedampft und der Riickstand mit tiberschiissigem 
Kupferoxydhydrat gekocht. Die tiefblaue Losung wurde auf 
dem Wasserbade abgedampft, wobei ein blaugriines Kupfersalz 
ausschied. Sein Gewicht betrug gegen 1 g. Dieses Kupfer- 
salz wurde mit absolutem Athylalkohol gelést und vom geringen 
unloslichen Salz_ befreit. 

Dieses in Athylalkohol lisliche Kupfersalz wurde durch 
Zusatz von Ather als flockiger, hellblauer Niederschlag gefillt 
und abgesaugt. Das im Vakuumexsikkator getrocknete Salz 
war griin gefiirbt und wog 0,84 g. 

Es ergab folgende Zahlen: 

5,64 mg Substanz: 0,450 cem N (11,5°, 761 mm). 
C,,H,,0O,N,Cu. Ber. N: 9,63°%o, gef. N: 9,58°%%o. 

Es ist somit |-Prolinkupfersalz. 

Dann wurde das freie Prolin mit Schwefelwasserstoff aus 
seinem Kupfersalz dargestellt und in der bekannten Weise die 
Phenylisocyanatverbindung sowie deren Hydantoin gewonnen. 
Das Hydantoin zeigte den Schmelzpunkt 143° C., was auch 
der |-Prolinverbindung entspricht. 

Die Analyse des Hydantoins ergab folgendes: 

3,19 mg Substanz: 0,343 cem N (11,5°, 764 mm). 
C,.H,,.N,O,. Ber. N: 12,960, gef. N: 12,97°/o. 

Aus dem in Alkohol unloslichen Kupfersalz wurden folgende 
Zahlen gefunden: 

6,24 mg Substanz: 0,510 cem N (12°, 765 mm). 
C, oH,,0O,N,Cu. Ber N: 9,63°%o, gef. N: 9,84°/o. 

Die Menge war zu wenig, um daraus die freie Amino- 
siiure zu erhalten. Diese Substanz ist aber wahrscheinlich 
r-Prolin. 

Valin: Der in Athylalkohol unlisliche Teil wurde mit 
Methylalkohol extrahiert, aus dieser Lésung schied sich beim 
Eindampfen eine Monoaminosiure aus, deren Gewicht 0,8 g 
betrug und deren Kupfersalz groBtenteils in Methylalkohol lés- 
lich und sch6én blauviolett war. 

Dieses in Methylalkohol lésliche Kupfersalz wurde bei 
100° C. getrocknet, wieder im kalten Methylalkohol geldst, von 
dem unlodslichen Riickstand abfiltriert und abgedampft. Das 
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auf diese Weise wiederholt gereinigte Kupfersalz, das leicht 
in kaltem Methylalkohol lislich war, ergab folgende Zahlen: 
3,45 mg Substanz: 0,265 ccm N (12°, 763 mm). 
3,705 >» > 540 mg CO,, 2,32 mg H,O, 1,04 mg CuO. 
‘C,H,,NO,),Cu. Ber.: C 40,58%, H 6.81%Jo, Cu 21,48%o, N 9,48 %o. 
Gef.: C 39,75°o, H 7,00%o, Cu 22.43%, N 9,24°%o, 

Also stimmen die Analysen mit dem erwarteten Valin- 
salz nicht gut iiberein. Zur Erzielung eines reineren Prii- 
parates wurde daher das ganze Kupfersalz in Methylalkohol 
gelést und mit Hilfe von Schwefelwasserstoff die freie Amino- 
siure regeneriert. 

Die freie Aminosiure wurde in bekannter Weise zuerst 
in die Phenylisocyanatverbindung und diese in das Hydantoin 
iibergefiihrt. Letzteres schied sich dlig aus. Die dlige Masse 
wurde mit 100 ccm Ather ausgeschiittelt, die iitherische Lésung 
wurde abgedampft, der Riickstand nochmals in heifem Wasser 
gelost und in der Kilte stehen gelassen. Dann erschien das 
Hydantoin teils in Krystallen, teils noch in déliger Beschaffen- 
heit. Zur Entfernung des Ols habe ich das dariiberstehende 
Wasser abgegossen und den Rtickstand mit wenigem Alkohol 
vorsichtig abgespiilt. Die 6lige Masse léste sich spielend in 
Alkohol, wiihrend die krystallinischen Ausscheidungen ungeldést 
zuriickblieben. 

Diese farblosen kugelig gruppierten Nadelkrystalle schmol- 
zen bei 125° C. (unkorr.) und ergaben folgende Zahlen: 

2,90 mg Substanz: 0,311 ccm N (15°, 759 mm). 
C,.H,.N,O.. Ber. N: 12,84°%o, gef. N: 12,70°%o. 

Diese stimmen somit in ihrem Stickstoffgehalt mit dem 
Valin-Hydantoin tiberein. 

Die dlige Masse wurde noch nicht weiter untersucht. 

Einen orientierenden Uberblick iiber die im Eiweif ent- 
haltenen Gruppen ermdglicht die nachstehende Tabelle, we'che 
die oben erhaltenen Resultate der Spaltung des Diphtherie- 
bazilleneiweiBes enthilt. (Tabelle II.) 


Farbungsverfahren. 


Das Gramsche Verfahren hat fiir die Differentialdiagnostik 
der pathogenen Mikroorganismen eine weitgehende Bedeutung 
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Tabelle II. 
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In 25 g Berechnet Berechnet 























Fiweit Re in 100 g N 
g g | Jo 
Gesamtstickstoff 32647 | 12,9588 | 100,00 
A. Basenstickstoff. ....... ..) O5511 | 2,2044 16,89 
in Arginin. ... 2... 0,3475 | 1,3900 10,64 
Histidin. .........| 0,0836 | 0,1344 1,03 
Lysin. ......... | 0,1612 | 0,6448 4,93 
Ammoniak. .... .. . .| 0,0088 | 0,0352 0,27 
bs Monoaminosiiure-N . . . 2... 7830 | 7,1320 54,62 
in Tyrosin. ......e.-/| O,0464 | 0,1856 | 1,42 
Leucin . .. 2... +. ~ «|; 0,0228 | 0,0912 | 0,70 
Isoleucin. . ..... -.!| 0,0260 | 0,1040 0,79 
Prolin. ....... +. | 0,0960 | 0,3840 294 
Valin... 2 ee ee ee 00955 | 00,3820 | 2,92 
andere Aminosiiuren . . . . .| 1,4963 | 5,9852 | 45,82 
(. N in unbekannter Form .... .| 0,9306 | 3,7224 | 28,51 
in Humin ..........j| O,8080 | 38,2320 | 24,75 
Silberniederschlag .. .. .!| 0,0282 0.1128 | 0,86 
Filtrat des Lysinpikrates . .| 0,0944 | 0,3776 | 2,89 


erlangt, weil eine Reihe von Bakterienarten bei der Behand- 
lung nach dieser Methode sich stets gefiirbt und eine Reihe 
sich stets ungefiirbt zeigt. Die Diphtheriebacillen farben sich 
gewOhnlich nach dieser Methode gut. Nach der Ansicht von 
(Czaplewski') soll die Gramsche Reaktion an aus alteren Kul- 
turen stammenden Bakterien schlecht oder gar nicht eintreten, 
jedoch blieb meine S5tagige Kultur der Diphtheriebacillen auf 
Hammelnierenbouillon mit Pepton-Chapoteau durch die Be- 
handlung nach dem urspriinglichen Gramschen Verfahren gut 
gefarbt, wurde aber durch den Salzsiurealkohol nach Giinther 
volistiindig entfirbt. 

Die mit Ather und Alkohol extrahierten Diphtheriebacillen 
waren nach dem Gramschen Verfahren schlecht farbbar; sie 
gaben bei der Behandlung mit absolutem Alkohol den Farb- 


') Hyg. Rundschau, 1896. 
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stoff leichter ab, als die nicht entfetteten. Ahnliche Feststellungen 
hat Fritz Reichert!) auch an anderen Bakterien gemacht. 


Tabelle II. 


Deckglaspréiparat nach Gram gefiirbt. 




















Diphtheriebacillen Entfettete Diphtheriebacillen 
Differenzierung Nachfarbung Differenzierung | Nachfarbung 
i mit verdiinnter n mit verdiinnter 
Carbolfuchsin- Carbolfuchsin- 

absolutem Alkoho! lésung absolutem Alkohol lésung 

nach 3 Min. schwarzblau schwarzblau Jnach3 Min. blaftblau violett 

5H » blauviolett . *§ violettrot 

8 blau 8 





Die Nachfarbungen wurden nach den Differenzierungen in absolutem 
Alkohol ausgefihrt. 

Aus dem atherischen Extrakt (1) habe ich, wie oben er- 
wiihnt (S. 292), einen weiBflockigen Niederschlag mit Alkohol 
gefillt. Diese in Alkohol schwer léslichen lipoiden Stoffe wurden 
auf dem Deckglas aufgestrichen und mit Anilinwassergentiana- 
violett gefiirbt. Sie nahmen sehr gut den Farbstoff an und 
farbten sich violett. Wenn man auf dieses violett gefiirbte 
Praparat eine Jodjodkalildsung wirken lief, so veriinderte sich 
die Farbe in blauschwarz. Diese fiir die grampositiven Bak- 
terien charakteristische Anderung des Farbtons blieb bei der 
Behandlung mit absolutem Alkohol bestehen. 

Das alkoholische Extrakt (II) enthilt ebenfalls nach Gram 
farbbare lipoide Stoffe. Die in heifem Alkohol gelisten und 
in der Kialte gefiillten lipoiden Stoffe waren ganz weif und 
ebenso gut fiirbbar wie die aus dem iitherischen Extrakt er- 
haltenen. 

Beide aus itherischem und alkoholischem Extrakt er- 
haltenen lipoiden Stoffe waren leicht léslich in Ather, Petrol- 
ather, Chloroform und Xylol, schwer ldslich in Aceton und 
kaltem Alkohol. Diese lipoiden Stoffe waren mit wiisseriger 
Methylenblaulésung weder in der Wirme noch in der Kiilte 
firbbar, nahmen aber mit alkalischem Methylenblau (L6ffler- 


') Fritz Richert, Beitrige zur Gram-Farbung, Dissertation 
Heidelberg, 1913. 
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schem Methylenblau) sofort eine blaue Farbe an. Wenn man 
diese lipoiden Stoffe mit Carbolfuchsin behandelte, so farbten 
sie sich schén rot, wurden jedoch in Alkohol oder 3°/oigem 
HCl-Alkohol sofort farblos. Deshalb sind diese firbbaren 
lipoiden Stoffe nicht identisch mit Mykol, dem farbbaren héheren 
Alkohol in siéurefesten Bakterien. 

Uber ihre chemische Natur wei8 man heute noch nichts, 
jedoch kann man aus ob:gem Ergebnis schlieBen, daf die Farb- 
barkeit der Diphtheriebacillen zu dieser Lipoidsubstanz in 
inniger Beziehung steht. 


Zusammenfassung. 


Zum SchlufB m6égen einige der wichtigsten Ergebnisse 
dieser Untersuchungen noch einmal hervorgehoben werden: 

Durch Alkoholextraktion wurde in Diphtheriebacillen ein 
Monoaminomonophosphatid gefunden. 

Das Vorhandensein von Adenin in Diphtheriebacillen ist 
sehr wahrscheinlich. 

Unter den Eiweibbausteinen wurden die folgenden Amino- 
siuren gefunden: Arginin, Histidin, Lysin, Tyrosin, Leucin, 
Isoleucin, r- und 1-Prolin, Valin und durch Reaktion Trypto- 
phan. Dagegen tritt keine Schwefelbleireaktion ein. 

Die quantitativen Verhiiltnisse dieser Aminosauren in den 
Diphtheriebacillen sind aus den Tabellen (I und II) zu ersehen. 

Die Proteine der Diphtheriebacillen unterscheiden sich 
in ihren Léslichkeitsverhéltnissen von den aus Tuberkelbacillen 
und Mykobacterium lacticola gewonnenen. 

Die mit Ather und Alkohol extrahierten Diphtheriebacillen 
sind nach dem Gramschen Verfahren mit absolutem Alkohol 
leichter zu entfarben, wie die nicht entfetteten. 

Aus dem itherischen und alkoholischen Extrakt wurde 
eine lipoide Substanz gewonnen, welche nach Gram charakte- 
ristisch fiirbbar ist. 


Gegeniiber den friiher von mir untersuchten Tuberkel- 
bacillen und dem Mykobacterium lacticola wurden bisher folgende 
Unterschiede gefunden: 
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Mykol war beim Diphtheriebacillus nicht nachweisbar. 

Unter den Phosphatiden wurde beim Diphtheriebacillus 
ein Monoamidomonophosphatid, bei den beiden vorhingenannten 
Bakterien ein Diaminomonophosphatid nachgewiesen. 

Die Loslichkeitsverhdltnisse der Proteine sind verschieden. 

Die Proteine der Tuberkelbacillen und des Mykobacterium 
lacticola sind reich an Phenylalanin, im Protein der Diphtherie- 
bazillen ist entweder tiberhaupt kein Phenylalanin vorhanden 
oder die Menge dieses Bausteins ist bedeutend geringer, hin- 
gegen tiberwiegt in den Diphtheriebacillen die Menge des 
Tyrosins. 

Kine Ubereinstimmung ergibt sich in bezug auf das Fehlen 
des unoxydierten Schwefels unter den Proteinbausteinen und 
in der diuferst geringen Menge des Ammoniaks, welche bei 
der Hydrolyse der Proteine frei wird. 

Die Gram-Farbung scheint bei allen drei untersuchten 
Spezies auf der Gegenwart lipoider Stoffe zu beruhen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXIX. 21 








Zur Chemie der Bakterien. 
IV. Mitteilung. 


Zur Kenntnis der in den Bakterien enthaltenen Kohlenhydrate. 
Von 


Sakae Tamura (Tokio), 


(Aus dem Ilygienischen und dem Physiologischen Institut der Universitat [eidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. Januar 191¢. 


Fir die Mikroorganismen liegen zahlreiche EKinzelangaben') 
liber ihren Gehalt an Kohlenhydraten vor; doch beschranken sich 
die genaueren Analysen wesentlich auf das Gebiet der «Bak- 
terienschleime», welche besonders das Interesse der Nahrungs- 
mittelchemiker auf sich gezogen haben. Diese Schleimsubstanzen 
enthalten — sofern sie tiberhaupt der Kohlenhydratgruppe zu- 
gehoren — Hexose- und Pentosegruppen, nach einigen Autoren 
auch chitinartige Stoffe und entstehen zum Teil durch Um- 
wandlung der iiuberen Schichten des Bakterienkorpers. 

Nach der Angabe von Bendix?) hat man in den tbrigen 
Bakterien schon lange folgende drei Eigenschaften kennen ge- 
lernt, die das Vorhandensein von Kohlenhydraten, namentlich 
Pentose, vermuten lassen: 1. Die Bakterienk6rper reduzieren 
die Fehlingsche Loésung, 2. sie zeigen die Tollenssche Phloro- 
glucinsalzsiiurereaktion, 3. sie bilden mit Essigsiiurephenyl- 
hydrazin ein gelbes nadelf6rmiges Osazon, dessen Schmelz- 
punkt 160° C. ist. 


') Ein genaueres Literaturverzeichnis findet sich bei «Kruse, All- 
gemeine Mikrobiologie», ferner bei «Czapek, Biochemie der Pflanze>, 
II. Auflage, Bd. 1. Siehe auch H. Kossel, Handbuch der pathogen. Mikro- 
organismen, herausgegeben von W. Kolle und Wassermann,, II. Auf- 
lage, Bd. 5 (Tuberkelbacillen), Lafar, Handbuch der Mykologie u. Bioche- 
misches Handlexikon, herausgegeben von E. Abderhalden. Bd. 2, 5. 70. 

*) Deutsche Med. Wochenschrift 1901. 
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Fiir die Untersuchung der reduzierenden Substanzen habe 
ich die ganze Menge der aufbewahrten Filtrate, die durch 
Phosphorwolframsaure von den Nucleinbasen getrennt waren 
(siehe |. Mitteilung diese Zeitschrift, Bd. 87, 8S. 100), benutzt. 
Nach einigen vorlaufigen orientierenden Versuchen verfuhr ich 
bei den Untersuchungen mit je 50 g getrockneten Mykobact. 
lact. und Tuberkelbacillen, sowie mit 45 g Diphtheriebacillen 
(siehe vorhergehende Mitteilung S. 5) in der folgenden Weise. 

Die durch Ather und Alkohol moglichst entfetteten Bak- 
terien wurden mit der Mischung von zwei Teilen Schwefel- 
siiure und einem Teil Wasser griindlich zerrieben, bis die 
Bakterienstruktur bei der mikroskopischen Untersuchung nicht 
mehr sichtbar war. Die dabei entstandenen sirupésen Lésungen 
wurden mit grofien Mengen Wasser verdiinnt. Dadurch gingen 
alle Kohlenhydrate, welche die Orcinsalzsiiurereaktion zeigten, 
in LOsung, wiéhrend die Eiweifkérper als weiber flockiger 
Niederschag gefallt waren. Die von der Eiweifmasse abfil- 
trierten klaren LOsungen wurden mittels Baryt von der Schwefel- 
siure befreit und sodann zur Sirupkonsistenz eingedampft. Diese 
sirupdse Masse hat folgende Eigenschaften: Reduktion der 
Kupferoxydlésung in alkalischer Reaktion, Tollenssche Orcin- 
salzsdurereaktion, Osazonbildung mit Kssigsiurephenylhydrazin 
und keine Vergiirungsfihigkeit mit stark wirkender Bierhefe. 

Der sirupdse Verdampfungsriickstand wurde dann (ohne 
vorherige Entfernung der festen Ausscheidungen, die meistens 
aus Salzen bestanden) mit der dreifachen Menge absoluten 
Alkohols auf dem Wasserbade ausgekocht. Nach etwa 5 Minuten 
war die Hauptmasse der vorhandenen Pentose ausgezogen, die 
Losung wurde abgekiihlt und jetzt filtriert. Eine Probe des 
zuriickbleibenden Sirups wurde in wenig Wasser gelést und 
auf Pentose gepriift. Im Falle, daB® sich hierbei noch erheb- 
liche Pentosereaktion zeigte, wurde die Gesamtmasse des Riick- 
standes mit wenig Wasser durchgefeuchtet und nochmals mit 
der gleichen Menge absoluten Alkchols extrahiert. 

Diese Alkohollésung enthielt eine Substanz, die die 
Tollenssche Orcinsalzsiurereaktion zeigt, wihrend die unlés- 
liche Masse nur noch Reduktionsvermégen besitzt, aber keine 
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Pentosereaktionen ergibt. Die erstere, d. i. die alkoholische 
Lésung, ist weiterhin als «Pentosenfraktion» und die letztere, 
der unldsliche Riickstand, als «Hexosenfraktion» bezeichnet. 


Pentosenfraktion. 


Die vereinigten alkoholischen Ausziige wurden, wenn 
notig, von einigen flockigen Ausscheidungen abfiltriert und mit 
Tierkohle entfarbt. Die berechnete Menge asym. Benzyl- 
phenylhydrazin wurde nach der Angabe von Ruff und Ollen- 
dorf!) der auf ein kleines Volumen verdampften alkoholischen 
Zuckerlosung zugefiigt. Ich lief sie dann einige Stunden in 
der Kalte stehen und filtrierte sie, als sich Hydrazonkrystalle 
gebildet hatten. Die ausgeschiedenen weifien Krystalle hatten 
Nadelform und wurden nach Umkrystallisation aus absolutem 
Alkohol analysiert. 

Die Krystallisation des Hydrazons aus der alkoholischen 
Lésung wurde in manchen Fillen durch das Vorhandensein 
von kleinen Quantitaéten eines stickstoffhaltigen Stoffes unbe- 
kannter Herkunft erschwert. Offenbar lieBen sich diese Bei- 
mengungen durch die Reinigungsoperation, welcher die alko- 
holische Zuckerlésung unterworfen wurde, nicht vollstandig 
entfernen. Es erwies sich dabei als vorteilhaft, sie mit einigen 
Tropfen Bromeisessig zu versetzen. 

1. Arabinose: Die in oben beschriebener Weise aus- 
krystallisierte Pentoseverbindung aus Mykobact. lact. schmolz 
bei 165° C. (unkorr.) und wog ungefahr 0,1 g aus 50 g ge- 
trockneten Bakterien. 

Die Analyse?) ergab folgende Zahlen: 

5,46 mg Substanz: 0,387 ccm N (13°, 760 mm). 

3,75» > : 8,96 mg CO,, 2,32 mg H,0. 

(:,.H,gN,O,. Ber: C 65,46%o, H 6,72%o, N 8,48°%o. 
Gef.: C 65,16°/o, H 6,92°/o, N 8,46 %/o. 

0,20 g Substanz wurden in 10 ccm Pyridin gelést; die 
Lésung drehte bei Zimmertemperatur (20° C.) 0,25° nach links. 


1) Berichte der Deutschen Chem. Gesellschaft, Bd. 32, S. 3234. 
*) Die Elementaranalysen wurden nach Pregl! ausgefihrt. 
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Die nach dem Verfahren von Ruff und Ollendorf dar- 
gestellte Benzylphenylhydrazinverbindung stimmt im Aussehen, 
im Schmelzpunkt, in der Analyse und im Drehungsvermégen 
mit einem aus reiner rechtsdrehender |-Arabinose dargestellten 
Praparate der gleichen Verbindung tiberein. 

Die gleiche Verbindung wurde in etwas geringerer Menge 
aus Tuberkelbacillen gewonnen. In ihren Eigenschaften 
stimmt sie vOllig mit der oben dargestellten Substanz aus 
Mykobact. lact. iiberein. F = 165° C. 

Die Analyse ergab folgendes: 

4,05 mg Substanz: 0,294 ccm N (15°, 760 mm). 
C,,H,.O,N,. Ber. N: 8,48, gef. N: 8,60°/o. 

Die aus Diphtheriebacillen dargestellten Krystalle von 
Arabinosebenzy!phenylhydrazon schmolzen ebenfalls bei 165° C. 
und erschienen in Form ganz weiber Nadeln. 

Die Analyse ergab folgende Zahlen: 


5,87 mg Substanz: 0,415 cem N (12,5°, 763 mm). 
3,310 » > : 7,90 mg CQ,, 2.09 mg H,0. 
C,.H,,N,O,. Ber.: C 65,46, H 6,72, N 8,48. 
Gef: C 65,09, H 7,06, N 8,48. 

Die Menge die Hydrazons aus 45 g Diphtheriebacillen war 
ungefahr 0,1 g. 

2. Xylose: Ziemlich grofbe Mengen der alkoholischen 
Pentosefraktion wurden fiir den Nachweis der Xylose verwandt 
und alle Versuche, sie nach Bertrand und Tollens') durch 
Verwandlung des Zuckers mittels Bromwasser in Xylonséure 
als Cadmiumbromdoppelsalz, oder nach Neuberg?) als Brucin- 
salz zu isolieren, waren in diesem Falle ganz vergebens. Auch 
gelang es nicht, aus der Mutterlauge der Arabinosebenzylpheny]l- 
hydrazonkrystalle eine Xyloseverbindung nach der Methode 
von Ruff und Ollendorff durch die Verdiinnung mit Wasser 
abzuscheiden. Die untersuchten Bakterien enthalten also wahr- 
scheinlich keine Xylose. 

Die Zucker der Pentosen finden sich bekanntlich nur 
ausnahmsweise in freiem Zustande in der Natur vor, sind aber 





1) Bull. soc. chim., Paris (3), Bd. 5, S. 556. 
2) Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 35, S. 1473. 
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in Form ihrer anhydridartigen Muttersubstanzen namentlich 
im Pflanzenreiche sehr verbreitet. Auch im Bakterienschleim 
von Bact. parabinum, B. acaciae, B. metarabinum, B. persicae 
sind bereits Pentosen gefunden worden. Nach obigen Befunden 
ist kein Zweifel, dafs der Tuberkelbacillus, Mykobact. lact. und 
Diphtheriebacillus alle eine Pentose und zwar l-Arabinose ent- 
halten. 

Von erheblichem Interesse ist die Frage, ob bei den 
Bakterien, wie bei den héheren Pflanzen echte Cellulose vor- 
handen ist oder Chitin. Die Antwort lautet bis jetzt ver- 
schieden, je nach dem untersuchten Material und den unter- 
suchenden Autoren. Hammerschlag') glaubte in dem Tuberkel- 
bacillus Cellulose gefunden zu haben, ein Befund, der von 
Nischimura nicht bestitigt werden konnte. Wahrend Wisse- 
lingh®) berichtete, daB in keiner der untersuchten Bakterien 
Cellulose oder Chitin nachgewiesen werden konnte und Aron- 
son’) sich bei Diphtheriebacillen weder von der Anwesenheit 
von Cellulose noch von Chitin tiberzeugen konnte, liegen An- 
gaben von Iwanoff*) und Burri und Alleman®) vor, wonach 
Chitin in Bakterien verbreitet vorkomme. Nach Helbing®) 
und Panzer’) ist in den Tuberkelbacillen Chitin wahrschein- 
lich vorhanden und A. Viehoever'®) hat kiirzlich Chitin nach 
der Methode von Wisselingh bei einer Anzahl von Bakterien 
mikrochemisch nachgewiesen. 

Ich habe diese Frage einer erneuten Priifung unterworfen 
und verfuhr in folgender Weise: | 

15 g der mit Hilfe von Ather und Alkohol entfetteten, 
sehr fein zerriebenen Mykobact. lact. wurden mit heifer 1°/oiger 
Natronlauge auf dem Wasserbade wiederholt extrahiert, bis 
das vom Riickstand durch Abheben getrennte Extrakt keine 


') Centr. klinische Med., 1891, Nr. 1. 

*) Zitiert aus «Mykrobiologie» v. Kruse, S. 79. 
8) Arch. Kinderheilk., Bd. 30, S. 52. 

‘) Hofmeisters Beitrage, Bd. 1, S. 524. 

5) Centr. fiir Chemie, 1909, IL. 

®) Deutsche med. Wochenschrift, 1900, Nr. 23. 
7) Diese Zeitschrift, Bd. 78, S. 414. 

5) Centr. f. Chemie, 1913, I, S. 728. 
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Pentose- und Eiweifreaktion gab. Der Riickstand wurde hierauf 
mit Wasser bis zum Verschwinden des Alkalis gewaschen, 
dann mit Alkohol und Ather heiB extrahiert und diese Operations- 
reihe (d. i. 1°/o Natronlauge-, Wasser-, Alkohol- und Ather- 
extraktion) mehrmals wiederholt. SchlieBlich blieb 1,2 g einer 
weifen Masse zuriick, die in heifer Natronlauge aufquoll, 
aber keine Eiweibreaktion zeigte. Diese aufgequollene Masse 
reduzierte die Kupferldsung in alkalischer Reaktion nicht und 
schied sich bei der Alkoholbehandlung wieder pulverig aus. 
Wurde sie dagegen mit verdiinnter Mineralsiiure gekocht, dann 
trat bei der Prifung des hydrolysierten Produktes mit Kupfer- 
ldsung reichliche Reduktion ein, auch zeigte sich beim Er- 
hitzen mit Orcinsalzséure die charakteristische griine Farbe, 
woraus auf das Vorhandensein von Pentosen zu schliefen ist. 
Hiernach mui man annehmen, daf die oben dargestellte Pen- 
tose in dem Bakterienleib in zwei Verbindungsarten vorhanden 
ist; wihrend die erste bei der Behandlung mit 1°/oiger Natron- 
lauge leicht in LOsung tibergeht, ist die zweite nicht mit Natron, 
sondern erst beim Kochen mit verdiinnter Mineralséure ab- 
spaltbar. In chemischer Beziehung unterscheidet sich diese 
Substanz aus Mykobact. lact. scharf von echter Cellulose und 
auch vom Chitin. Sie zeigt folgendes Verhalten: 1. sie wird 
durch kochende, 3°/oige Schwefelséure leicht gespalten; 2. sie 
gibt mit wiésseriger oder alkoholischer Jodlésung und mit Jod- 
jodkali keine Reaktion, welche auf Chitin hinweisen k6énnte; 
3. mit Chlorzinkjod gibt sie nicht die fiir Cellulose charak- 
teristische Reaktion: 4. sie lést sich nicht in Kupferoxyd- 
ammoniaklosung. 

Dieser Riickstand enthielt fast immer noch Proteinstoffe, 
die in die Kohlenhydrate eingeschlossen sind, und es ist schwierig 
auf diesem Wege Priparate zu erhalten, die ganz frei von Ei- 
weif sind, obwohl ich diese Masse mehrere Monate lang mit 
1°/oiger Natronlauge in der Kilte extrahiert hatte. Indes diirften 
die folgenden Beobachtungen trotz der Beimengung von Protein- 
resten sichere Schliisse auf die Natur der Kohlenhydrate gestatten. 

Der bei der Behandlung der zerriebenen Bakterien mit 
den genannten Extraktionsmitteln verbliebene Riickstand, dessen 
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Menge 0,9 g betrug, wurde mit 3°/oiger Schwefelsiure (50 ccm) 
eine halbe Stunde auf dem Wasserbad erhitzt; eine geringe 
flockige Masse wurde abfiltriert. In dem klaren Filtrat wurde 
die Schwefelsiure mit Baryt entfernt und wieder filtriert. Dieses 
klare, farblose, neutrale Filtrat wurde eingedampft, der dabei 
erhaltene Sirup in absolutem Alkohol gelést und die Lésung 
mit Benzylphenylhydrazin versetzt. 

Binnen 24 Stunden schieden sich aus der Fliissigkeit 
weiBe Krystalle aus, die sich bei laingerem Stehen noch all- 
mihlich vermehrten; sie wurden einmal aus heifem absolutem 
Alkohol umkrystallisiert. Die in dieser Weise gewonnene Ver- 
bindung der Arabinose wog etwas weniger als 10 mg und 
zeigte die gleichen Eigenschaften wie ein aus reiner Arabi- 
nose erhaltenes Benzylphenylhydrazon. Die Krystalle schmolzen 
gleichzeitig mit den letzteren bei 165° C. 

Die Analyse ergab folgende Zahlen: 

2,10 mg Substanz: 0,150 ccm N (14,5°, 752 mm). 
C,sH,,N,O,. Ber. N: 8,48°/o, gef. N: 8,38°%o. 

Diese Versuche zeigen, daf in den untersuchten Bak- 
terien Kohlenhydrate vorhanden sind, welche zu der von 
E. Schulze aufgestellten Gruppe der Hemicellulosen gehoren. 
Die Hemicellulosen unterscheiden sich bekanntlich von der 
echten Cellulose dadurch, daB sie schon durch weniger inten- 
sive Siéurewirkung leicht hydrolysiert werden. Die Analyse 
zeigt ferner, dai diese Hemicellulose ein «Araban» ist. 

Auch aus dem Tuberkelbacillus (4 g) wurde ein Korper 
von gleichen Eigenschaften gewonnen. 

Aber die Menge des Arabinosebenzylphenylhydrazons war 
in diesem Fall nicht hinreichend, um damit die genaue Ana- 
lyse zu machen. Schmelzpunkt und Aussehen stimmen gut 
mit der Arabinoseverbindung iiberein. 


Hexosefraktion. 


Wie oben erwahnt, hat die in Alkohol unloésliche sirupdse 
Masse noch reduzierende Eigenschaften, gibt aber keine Pentcse- 
reaktion. Diese Masse wurde in Wasser geldést und mit Essig- 
siurephenylhydrazin gekocht. Es scheiden sich feine nadel- 
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férmige, gelbe Krystalle aus, die nach Umkrystallisation aus 
heiBem Wasser bei 170° C. unter heftiger Gasentwicklung 
schmolzen. 

Die Analyse ergab folgende Zahlen: 

1. 6,47 mg Substanz aus Mykobakt. lact.: 0,868 com N (21°C., 757 mm). 
CisH,.O,N,. Ber. N: 15,64°/o, gef. N: 15,51 °/o). 

2. 5,04 mg Substanz aus Tuberkelbazillen 0,656 ccm N (20° C., 759 mm). 
C,3H,,0,N,. Ber. N: 15,64°o, gef. N: 15,14°o. 

Die Menge des in gleicher Weise aus Diphtheriebacillen 
erhaltenen sirupdsen Riickstandes war sehr gering und das 
gebildete Osazon reichte fiir die weitere Untersuchung nicht aus. 

Genauere Angaben iiber die Natur der betreffenden 
Hexosen kénnen zurzeit nicht gemacht werden, doch wurde 
festgestellt, daB es sich um einen nicht girungsfihigen Zucker 
handelt. 

Somit ergibt sich, daB in den drei untersuchten Bak- 
terien, Diphtheriebacillen, Tuberkelbacillen und 
Mykobact. lact., l-Arabinose vorhanden ist und zwar 
teilweise als Araban; auberdem ist das Vorhandensein einer 
Hexose in den Mykobact. lact. festgestellt. 





Zum Schlu& spreche ich meinen hochverehrten Lehrern, 
Herrn Professor A. Kossel und Herrn Professor H. Kossel, fiir 
ihre Anregungen und Leitung meinen herzlichsten Dank aus. 








Uber die Verwertung intravenés zugefihrter EiweiBabbauprodukte 
im Stoffwechsel. 


I. Mitteilung. 


Von 
C. Oehme. 


(Aus der medizinischen Klinik zu Gottingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21, Januar 1914.) 


Die Mitteilung von Henriques und Andersen iiber 
parenterale Ernihrung!) veranlaft mich, tiber Versuche zu 
berichten, die vor fast einem Jahre begonnen wurden, aber 
aus iubern Griinden noch nicht abgeschlossen werden konnten. 
Sie gelten der bereits viel erdérterten Frage, ob die im Darm 
durch die Verdauungsfermente gebildeten Spaltstiicke der Eiweif- 
kérper als solche im Stoffwechsel verwendet werden k6énnen 
oder ob ihre physiologische Brauchbarkeit abhéngig ist von 
einer mehr oder weniger weitgehenden HKesynthese in der 
Darmwand oder in der Leber. 

Von Abderhalden u. a. sind Aminosiiuren im Blute 
nachgewiesen worden; die Untersuchungen Folins u. a. haben 
gezeigt, dafi wihrend der Resorption von Aminosaéuren der 
Reststickstoff (abziiglich des Harnstoffstickstoffs) im Blute an- 
steigt. Es ist nicht der Ort, in dieser vorliufigen Mitteilung 
des niheren auf die zahlreichen Forschungen in dieser Richtung 
einzugehen, welche zu einem Abschlu8 der Frage noch nicht 
gefiihrt haben. 

Der endgiiltige Beweis dafiir, dab die EKiweifspaltstiicke 
keinem Wiederaufbau in der Darmwand zu unterliegen brauchen, 


1) S. diese Zeitschrift, Bd. 88, S. d. 
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um dem Proteinmolekiil im Stoffwechsel gleichwertig zu sein, 
wirde erst dann als erbracht gelten kénnen, wenn es gelinge, die 
durch Fiitterungsversuche bekannten Gesetze des N-Stoffwechsels 
(N-Gleichgewicht, N-Minimum usw.) durch intravenése Zufuhr 
des N in Gestalt eines alle Komponenten des urspriinglichen 
KiweibkOrpers enthaltenden Gemisches von Spaltstiicken zu 
reproduzieren. Im besonderen galt meine Aufmerksamkeit zu- 
nichst der Frage, ob es méglich ist, den Korperstickstoff, der 
im Hunger oder bei N-armer Kohlenhydratfettkost zur Aus- 
scheidung gelangt, durch intravendse Zufuhr der Kiweibabbau- 
produkte ganz oder teilweise vor dem Zerfall zu schiitzen, 
Die Schwierigkeit solcher Versuche liegt vor allem darin, 
dai bei dem fermentativen Abbau von Eiweif in vitro, der 
zu diesem Zwecke moglichst weitgehend anzustreben ist, sich 
das Auftreten proteinogener Amine bis heute meines Wissens 
nicht vermeiden lift, wahrscheinlich weil trotz Antisepticis 
bakterielle Umsetzungen in lange stehenden Verdauungsge- 
mischen nie ganz ausbleiben. Diese Stoffe (wie Histamin u. a.) 
und auch andere bei der Spaltung frei werdende Korper (z. B. 
Tryptophan) entfalten aber, intravends injiziert, eine starke 
Giftwirkung. So zeigen z. B. Kaninchen (Gew. 1800, resp. 2100 g), 
denen 4,5 resp. 5,5 ccm einer 6°/oigen EreptonlOsung') intravendés 
schnell injiziert werden, schwere Vergiftungssymptome (Krampfe, 
Dyspnoé), die unter Atemstillstand sofort zum Tode fiihren. Diese 
Giftwirkung bleibt aus, wenn die intravenise Zufuhr langsam 
erfolgt. Das giftige Prinzip des Ereptons (aller Wahrschein- 
lichkeit nach mehrere verschiedene Korper) gleicht hierin dem 
Histamin und andern Giften vom Typus der Potentialgifte. 
Auf Grund dieses Ergebnisses habe ich begonnen zu 
untersuchen, ob der im Hunger oder bei N-armer Kohlen- 
hydratfettkost zerfallende Korperstickstoff bei langsamer in- 
travenéser Zufuhr durch EiweiBabbauprodukte vertretbar ist. 
Benutzt wurde vorliufig nur das im Handel befindliche Erepton. 


Da der Grad der Spaltung bei den einzelnen Ereptonpraparaten 
wechselt, wurde in jedem Falle die injizierte Fliissigkeit analysiert (s. Tab. A). 


') Nach Abderhaldens Angaben abgebautes Muskelfleisch, von 
Meister, Lucius und Briining dargestellt. 
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Tabelle A. 


Analysen der in Versuch I—IV injizierten Ereptonlésungen. Auf 
100 g Erepton-N (Total) entfallen: 





























fermen . 
InVersuch| NH, | nu, | Nicht formol- Davon C 
| | | itrierbarer N| Peptid-N 
1 | 1115 | 613 27,55 15,2 346 
I =| 9,85 57,2 32,95 - 346 
Mm =| «610,55 | 748 Y,7 _ “ 
IV | 1141 | 636 | 2499 a 








Im Mittel entfallen auf 100 Teile Erepton-N ca. 75°/o formoltitrier- 
barer N, wovon 10°/o als NH,-N in Rechnung zu setzen sind. Unter den 
ca. 25°%o nicht formoltitrierbarem N befinden sich ca. 15°%/o Peptid-N, die 
nach 3stiindiger Hydrolyse mit gleichen Teilen 50°/o HCl mit Hilfe der 
Formoltitration nachweisbar werden. Dieser Wert fiir Peptid-N ist, nach 
Mafigabe der Methodik, natiirlich nur als unterer Grenzwert zu _ be- 
trachten. N-Bestimmung erfolgte nach Kjeldahl, NH,-Best. nach Kriiger- 
Reich-Schittenhelm, NH,-Best. und teilweise Peptid-Best. nach Sé- 
rensen, C-Best. auf feuchtem Wege (Veraschung mit Kaliumbichromat 
und Schwefelséure) nach Messinger. Letztere wurde nur in den beiden 
ersten Versuchen in der Absicht vorgenommen, aus dem bei gleichmafiger 


. eventuell einen Riickschluf 


auf die Form zu ziehen, in der der injizierte N ausgeschieden wurde. 
Bei allen Versuchen wurde fiir Kérperwarme der einfliefenden Flissigkeit 
Sorge getragen. 


Kost beim Hund so konstanten Quotienten 


Eine Vorfrage war, ob von dem intravenés zugefihrten 
Aminosauregemisch ein mehr oder weniger grofer Teil im Harn 
als formoltitrierbarer N ausgeschieden wird und inwieweit 
hierauf etwa die Ernahrungsweise von Einflu8 ist. Versuche, 
die das Schicksal intravenés eingespritzter EiweiBabbauprodukte 
verfolgen und die mir zu Beginn meiner Arbeit nicht bekannt 
waren, hat bereits Buglia!) unternommen und gefunden, daf 
ein grober Teil des Aminoséure-N als Harnstoff-N erscheint. 
Folgende zwei Versuche bestitigen dieses Resultat: 


Versuch I ist an einem Hungertier vorgenommen, wahrend bei II 
der Hund eine N-arme Nahrung erhielt. Nachdem die Vena jugularis 


') Zeitschr. f. Biologie, Bd. 58. 
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unter Novocain-Adrenalin-Lokalaniasthesie freigelegt worden war, wurden 
aus einer Biirette innerhalb zweier Stunden 50 ccm einer warmen Erepton- 
lésung einlaufen gelassen, die bei I 1,827 g N und 0,812 g NH,-N, bei II 
1,218 g N und 0,695 g NH,-N enthieit. Gerinnung in Vene oder Kaniile 
wurde weder in diesen noch in den folgenden Experimenten beobachtet, 
offenbar infolge Gegenwart gerinnungshemmender Substanzen im Erepton. 
Uberschreitet man mit der Injektionsgeschwindigkeit oder der Konzen- 
tration der Lésung eine gewisse Grenze, so tritt als erste toxische Wir- 
kung Erbrechen und Entleerung eines oft diarrhdischen Kotes ein, wie 
Fehlversuche lehrten. Diese Beeinflussung des Magendarmkanals muf 
vermieden werden, weil sie an sich eine Veriinderung des zu beobach- 
tenden N-Umsatzes hervorrufen kann und weil mit der Mdéglichkeit zu 
rechnen ist, dafi im Erbrochenen oder im fliissigen Kote teilweise die 
injizierten Substanzen ausgeschieden werden. In den vorliegenden Ver- 
suchen wurde der Kot nur alle 2—3 Tage, nie im Anschluf an die 
Injektion, in konsistenter Form entleert, sodaB eine Ausscheidung von 
} injiziertem N auf diesem Wege ausgeschlossen sein diirfte. Hingegen 
gelang es nicht, in Versuch I Erbrechen einer geringen Menge Magen- 
schleims, in Versuch IV von Speisebrei, der zwei Stunden vorher genossen 
worden war (s. u.), zu vermeiden. 


Versuch I. — Tabelle I. 











| 
( Urin- | Deutsche Dogge, 8 kg. 

Dat.| N | NH, | NH, | °— x 100! c | © =~ 88 B 

menge;  Hungert seit 12./V. 





7 
Z 


}  14./V./3,085} 0,279 |0,0828| 7,45 ne, fe 86 | Hunger 





15. 2,537] 0,280 [0,0588; 9,06 |2,0 (0,788) 75, 


16. |2,07 | 0,266 |0,0440, 10,58 ‘1,72 |0,857|ca.90| > 


| ) 
7 5 560} » Infusion. — Novocain- 
17. (3,740; 0,492 (0,311!) 10,8 [5,38 |1,440, 560 Adrenalin, In2St. 19 Min 


50 ccm Ereptonlisung, 
enthaltend: 4,58 g C; 
1,327 g N; 0,148 g NH,; 
| 0,812 g NH,-N. 
Gegen Lackmus sauer. 
| | Aceton 9, Acetessig- 
| sdure 6, Albumen ». 
| Zucker 9. 
Erbricht wiahrend der 


18. |3,305]9>0,31 |0,0644| 7,712 [2,25 0,680, 180, » 0 wemoueim 
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Versuch II. — Tabelle II. 


| | Dowermann-Pinscher 


= . ; (NH.)N | | @ | Urin- | 7150 g, tagliches Futter: 
Datum! N NH, | NH, |= s100| C | 380 g Kartoffelbrei, 
N N ‘menge | 25 » Schweinesc hmalz, 
|10 » trockene geriebene Semme| 
20 Tropf. «Oxo» (Fleischextrakt, 








12/111. 1,34 | 0,0782 0,0301 - |{-{-| 80 

13. | — | 0,06: 52 0,0663 ne ied Bex | 95) 

11,277, 0,0526 0,044 | 413 It, 120,878 120 
15. 1,249, 0,0714 0,04: 21 5,72 1,077 0,861 115 
16.1351 0,0679 0,0442 £14 — 1,0640,787 108 

7, 2, 335 0,05040,0780 ! 1,78 25 1,048 ca, 220) Infusion Novocain-Adrenalis 


| 50 ccm Ereptonlésung, nicht 
_ kein 'neutralisiert (sauer): 4,21 g (: 
| Ver- | 1,218 g N; 0,120 ¢ NH,: 


| | 
| 
| b. wld 

| 0 695 NH.(N). 





} | | | | . 
! | | lust [Albumen 9, Aceton o, Acel- 
| | | | | | | | essigsiure o, Zucker o. ) 
18. 1,850, 0,0604/0,0328 | 2.69 (1,574,0,851; 200 
19. |1,403,0,0525, — | 308 — |1,32110,942) 230 


Bei dem Hungertier I tibertrifft die N-Ausscheidung im 
Harn die zugefiihrte N-Menge bedeutend. Wahrscheinlich ist 
dies wenigstens gréfenteils auf das Erbrechen wiihrend der 
Infusion zuriickzufiihren; bei II betragt die Mehrausscheidung 
von N héchstens 0,3 g. Im ersteren Falle erscheinen von 
812 mg injiziertem formoltitrierbarem N ca. 249 mg (Aus- 
scheidung am Injektionstag minus Mittel der Vorperiode), d. i. 
29,59°/o, im zweiten von 695 mg nur ca. 35 mg, d. i. 5,03 °/o 
als formoltitrierbarer N im Harn. Es liegt nahe, fiir diesen 
Unterschied in der Abspaltung des Amino-N die in beiden 
Versuchen weil auseinander liegende Groéfe der NH,-Bildung 
(gemessen an der Ausscheidung) verantwortlich zu machen, 








die bei I wohl infolge von Hungeracidose dazu gefitihrt hat, 
den iio ee -X 100 im Vergleich zu Versuch II auf das 





Doppelte zu erhéhen. Da aller Wahrscheinlichkeit nach der Vor- 
gang der Desaminierung sowie der Harnstoff bildung') einen End- 
zustand darstellt, wird durch die relativ hohe NH,-Konzentration 
bei Acidose die Abspaltung der Aminogruppen gehemmt. . 


') Lichtwitz, Diese Zeitschrift, Bd. 77. 
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Weder bei Hund I noch bei II ist der injizierte N nach- 
weisbar fiir Korper-N eingetreten. Unter den gewiahlten Ver- 
suchsbedingungen (eine zweistiindige Injektion) ist dies aber 
auch nicht zu erwarten. Aus den Untersuchungen von Thomas!) 
iiber die physiologische Wertigkeit der Eiweibkérper geht 
hervor, dai der bei kalorisch geniigender Kohlenhydratfettkost 
zerfallende Kérper-N durch den Nahrungs-N bestenfalls (d, h. 
volle «Wertigkeit» des betreffenden Eiweifes vorausgesetzt) 
nur dann vollig substituiert werden kann, wenn die Eiweif- 
gabe in kleinen Portionen tiber den ganzen Tag verteilt wird, 
sodaB sich der Organismus niemals im Zustande des N-Hungers 
befindet. Es ist also hiernach eine modglichst lange zeitliche 
Ausdehnung der intravendsen N-Zufuhr in unsern Versuchen 
anzustreben, und auch dann ist kein volles, sondern nur ein 
partielles Eintreten des Erepton-N fiir den Kérper-N zu er- 
warten, weil, wie gesagt, vorliiufig in allen fermentativ ge- 
wonnenen Eiweifiabbaugemischen sich aminartige K6érper in 
geringer Menge vorfinden, deren physiologischche Brauchbar- 
keit im N-Stoffwechsel héchst zweifelhaft erscheint. Es ist 
wahrscheinlich, dafi unter anderen sich gerade diese Sub- 
stanzen unter den 5°/o formoltitrierbaren N befinden, welcher 


auch im Versuch II trotz niedrigen = 100 = Quotienten 


noch als solcher im Harn ausgeschieden worden ist. Hierzu 
kommt, dais mdglicherweise auch die zur Infusion ndtige 
langdauernde Fesselung des Hundes trotz erleichternder Vor- 
sichtsmaBregeln Storungen im N-Umsatz hervorrufen kann, ein 
Punkt, tiber den weitere Untersuchungen angestellt werden. 
Die Isotonie und die Reaktion der zu injizierenden Fliissigkeit ist 
ebenfalls zu beriicksichtigen, obwohl bei so auferordentlich lang- 
samen Infusionen wie den vorliegenden kleinere Abweichungen 
von der Norm infolge der ausgleichenden Nierentiitigkeit weniger 
in Frage kommen diirften. Nebenbei sei hier auf die diuretische 
Wirkung des Ereptons hingewiesen. Diesen Bedingungen wurde 
in den folgenden zwei Versuchen nach Mdglichkeit Rechnung 
getragen und zugleich wurde, um einer Ausschwemmung von 


1) Arch. f. Anat. u. Physiol. Physiol. Abt. 1909. 
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Stickstoff durch die Fliissigkeitsmenge zuvorzukommen, den 
Tieren bereits in der Vorperiode taglich 200—300 cem Wasser 
mit der Schlundsonde beigebracht. Im III. Versuch sollte gleich- 
zeitig klargestellt werden, ob die bei dem Hungertier I be- 
obachtete mangelhafte Desaminierung sich beheben luBt, wenn 
durch Alkaligaben die NH,-Bildung stark eingeschrankt wird. 























Versuch 3. — Tabelle III. 
Ne — 
Datum | Urin- | N | | NH, | NH, Peptid- —— : N 100 Dogge, 20270 g. Hunger. 
pein | | | = | 8 | ° 
3. X1.| 335 15,84) 0,464 | 0,1103) — 6,53 | Urin schwach sauer, hell. Klar. 


| | Spur Albumen-Triibung. Kein 


| Sediment renalen Ursprungs. 


: | 

| i | 
4. | 400 |7,7 | 0,563 | 0.1413) — | 6,01 Hunger. 

| | 

| 

{ 

| | 

| 


| 
275 |7,48) 0,425 | 0,1682) — 4,67 Desgl. 40g Na bicarb. + citric. aa 
in 400 ccm H,0. ‘/2 Stde. 


| 
spater alles erbrochen. 





























6. | 450 6 6.9 0,110 | 0, 1160) 0,260 1,462 >» 10g Na bicarb. + citric. aa 
| in 300 ccm H,O. Kein Er- 
| : | brechen. 
~ : ee 
7. MW) 3/0 0,0929) 0,1180 0,160 | 1,492 » 15g Na bicarb. +. citric. in 
— | | 300 ccm H,O. 
8. 535 6 sol 0,127 0,1699]0,167| 1,74 » 12g Na bicarb. + citric. in 
| | 400 ccm H,C. Acetessig- 
| | séure —, Aceton — 
9. | 430 |4,72/ 0,102 | 0,1398} — 1,78 > 12g Na bicarb. -+- citric. in 
| 400 cem H,0. 
10a. 190 3,28 0,0865) 0,1760) 0,323 2,175 Infusion: in 9 Std. 7 Min. 448,05 com 
wiahrend | | Ereptonlésung mit 2,13 g N, 0,239 g NH,. 
der | 1,592 g NH,-N. A = — 0,71. Neutralisiert 
Infusion | | | | mit oo gegen are. 2 eo 
[os ‘ ran! vor der Infusion: 7 g Na bicarb. un: 
o “ 790 4,34 0,12 0,1490,  — 2,280 citric. aa in 200 ccm H,O, Tier sauft 
- | sien tues gegen Ende der Infusion 150 ccm H,(. 
Summe} 980 bee be 0, 2065 ¥ 0,325 | — 2,23 Kein Erbrechen. Keine Kotentleerung. 
11. 600 (8,59) 0,102 (9, 1180, — 0,976 12 g Na bicarb. + citric. aa in 
| | 400 ccm H,0. 
12. 330 (6,48) — | —- | — — 16 700 g Gewicht. 











Injiziert wurden in 19 Stunden 7 Minuten 448,05 ccm einer 
ca. 4°/oigen Ereptonlésung, die mit NaHCO, auf amphotere 
Reaktion gegen Lackmus gebracht war und einen Gefrierpunkt 


A = — 0,71 hatte, insgesamt 2,13 g N, 0,239 g NH,, 1,592 g 
formoltitrierbarer N. In der Vorperiode waren dem Hund | 
tiiglich 10—15 g Na bicarb. + citric. aa in 300 H,O gegeben | 2 


worden. Die Infusion verlief ohne irgend welche Stérungen. 
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Es gelang in diesem Versuche nicht, Stickstoffgleich- 
gewicht in der Vorperiode zu erreichen, wohl infolge der 
wechselnden Grofe der Salzresorption. Deshalb liBt sich ein 
eventuelles Kinsparen von Koérper-N durch den Erepton-N hier 
nicht berechnen. Hingegen ist deutlich zu ersehen, dab bei 
einem infolge der Alkaliwirkung sehr niedrigen Quotienten 
a (NH,)N 


N 
Hungertier I. Von 1592 mg formoltitrierbarem N erscheinen 


187,9 mg, d. i. 11,79°/o (gegen 29°/o bei I) als solche im Harn. 





x 100 die Desamidierung viel weiter geht als bei dem 


- Obwohl die relative NH,-Ausscheidung der Vorperiode hier 
e , _(NH,)N . 
noch geringer ist als bei Versuch Il ( et 100 = ca. 1,5 
de. gegen 4—5 bei Il), wird doch mehr Amino-N mit dem Harn 
eliminiert als bei Kohlenhydratfettkost, soda vermutet werden 
aa kann, es méchten noch andere Faktoren als die NH,-Gribe 
Er- ; ‘ ; ate : , 
eine gewisse Rolle bei der Desaminierung spielen. Dab dies 


in der Tat der Fall ist, erhellt besonders aus Versuch IV. 
Versuch IV. — Tabelle IV. 


In 














—— 


























sig- ut ta | | | Kleiner Pinscher, 4200 g. 
Datum Urin- N NH. | NH (NH,)N x 100 Voraufgehend 2 Tage Hunger, vom 13. XII. an 
atun menge : _) | N tigl. Futter: 10 g trockene, zerriebene Semmel. 
.in y } 80g Schweineschmalz. 70 g Kartoffeln. 
a [3/XIL; (1,664, — | — — Urin hellgelb, schwach sauer, klar. 
TH. kein Albumosen — 
ibe Verlust | | 
4 " 4. 130 11.224; — | i an | Frift taglich quantitativ sofort bei Futter- 
‘ o ’ | darreichung, 
™ | 300 ccm H,O, warm, mit Sonde, Erbricht bald 
-¥; | darnach 300 ccm. 
1,0. : | — eer ; i me 
ing. 15. 350 {1,123 0,133 | 0,0230 9,69 250 ccm H,O mit Sonde. 
in | 16. 450 |1,090, 0,1632) 0.0235) 12,34 250» 
17. 450 |1,131) 0,1079/ 0,0217 7,85 Frift 36 g des Gemisches nicht. 
18. 850 2.015 0,1274 0,0503 5,2 ‘Im katheterisierten Tagharn Spur Blut, wird 


abfiltriert. Alb. Spur +. Frift frih mit Zwang. 


| 


| Erbricht zirka alles waihrend der Infusion. 
Infusion von 231,75 ccm Ereptonlisung, schwach 
| sauer; A — 0,69. 1,051 g N; 0,120 g NH,g; 
0,668 g NH,-N, in 71/, Stunden. Keine Kot- 
| entleerung. Nach der Infusion ganz munter. 
| Nachtharn klar, kein Blut. Alb. - 
{ 


5,41 Futter wie oben, nur 50 g Schweineschmalz, 
Frift das Gemisch bis auf 10 g, 





19. | 200 |2,15 |0,1413 0,0195 
| | 
| 


‘ ») © ~ 
| 20. > 11.945) 
: kein 


| 


—_ | — | — Futter quantitativ gefressen. 











Verlust 


tr 
to 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXX XIX. 
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Hier wurde zu der Kohlenhydratfettkost wie im 2. Ver- 
suche zuriickgekehrt; nur die Infusionsdauer auf 7!/1 Stunden 
ausgedehnt und in dieser Zeit 231,75 ccm einer Ereptonlésung 
injiziert, die 1,051 g N, 0,120 ¢ NH, und 0,0668 g formol- 


. titrierbaren N bei einem Gefrierpunkte von A = — 0,69 ent- 
hielt. Hier liegt trotz der gleichen Dia&t wie bei II der Quotient, 
(NH,)N 


N < 100 wesentlich héher, und dennoch wurden von 668 mg 


NH,-N im Mittel nur 27,6 mg, d. i. 4,13°/o im Harn ausge- 
schieden, soda auf eine prompte Desamidierung geschlossen 
werden darf. Es sei nur kurz bemerkt, dab bei den Hunger- 
versuchen | und III die NH,-Ausscheidung an den Infusions- 
tagen stets betrachtlich ansteigt, wiihrend bei Kohlenhydrat- 
fettkost (II und IV) die absolute NH,-Gréf8e im Harn sich trotz 
des NH,-Gehalts der injizierten Ereptonl6sung kaum indert. Viel- 
leicht weist auch dies darauf hin, dab beziiglich des Vorganges 
der Desaminierung nicht allein die relative GréBe der Ammoniak- 
ausscheidung, sondern auch die spezielle Verwendung desselben 
im Stoffwechsel bei reichlicher Anwesenheit von Kohlenhydraten 
und Fettsiiuren von Wichtigkeit ist. 

In Versuch IV bleibt die N-Ausscheidung am Injektions- 
tage etwas hinter der zugefiihrten Menge zurtick, aber noch 
an 2 Tagen der Nachperiode liegt sie 0,9—1,0 g tiber dem 
Mittelwert der Vortage. Wahrend am Injektionstage die durch 
Erbrechen bedingte ungeniigende Nahrungsaufnahme mindestens 
teilweise als die Ursache des N-Anstieges im Harn anzusehen 
ist, gewinnt man aus den hédheren N-Zahlen der Nachperiode 
den Eindruck, dali die Injektion von Erepton eine linger dauernde 
Stérung (Reizwirkung) des N-Stoffwechsels herbeigefiihrt hat. 

Aus diesen vorliiufigen Versuchen ergibt sich also, dab 
der Stickstoff intravenés injizierter Eiweibabbauprodukte in 
weitgehender Weise im Stoffwechsel verarbeitet wird. Es ist 
aber bisher nicht gelungen, K6rperstickstoff dadurch vor Zer- 
fall zu schiitzen. Damit ist jedoch die Frage nicht erledigt, 
ob dies iiberhaupt prinzipiell unerreichbar sei. Denn, wie er- 
Ortert, sind die experimentellen Anforderungen, welche erfiillt 
werden miissen — Vollwertigkeit des Abbaugemisches, Ab- 
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wesenheit bakterieller Zersetzungsprodukte, moglichst gleich- 
miaBige, tiber den Tag verteilte Zufuhr usw. — so zahlreich 
und z. T. so kompliziert, dafi ihre exakte Erfiillung noch in 
weiteren Versuchen anzustreben ist. 

Von den Versuchen von Henriques und Anderson 
unterscheiden sich die meinen erstens in der Fragestellung, 
insofern als jene N-Gleichgewicht in lingerer Versuchsperiode 
erzielen wollten und tatsiichlich erreichten; sodann aber be- 
sonders insofern, als jene gleichzeitig grobe Mengen von Zucker 
und Na-Acetat intraven6ds zufiihrten. Diese Versuchsanordnung 
weicht aber von den natiirlichen, im Darm gegebenen RKesorptions- 
bedingungen, deren Keproduktion auf intravendsem Wege von 
mir erstrebt wurde, weit ab. Es bleibt zu fragen, ob das 
auf diese Weise erzielte N-Gleichgewicht physiologisch tatsiich- 
lich dem gleichzusetzen ist, welches wir aus den Fiitterungs- 
experimenten kennen, oder ob bei Gegenwart grober Mengen 
von Na-Acetat und Zucker Stickstoff in anderer als der ge- 
w6hnlichen Form zuriickgehalten und so ein N-Gleichgewicht 
eventuell vorgetiiuscht werden kann. 


Zur Frage der Quadriurate. 


(Bemerkungen zu der Abhandlung von Kohler’) iiber Komplexbildung 
in Lésungen von Harnséure und harnsauren Salzen.) 


Von 


W. E. Ringer. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Utrecht.) 


Der Redaktion zugegangen am 10, Januar 1914.) 


Rudolf Kohler hat sich in einigen Arbeiten*) mit der Frage der 
sogenannten Quadriurate beschaftigt und war dabei zu dem Schluf ge- 


') Diese Zeitschrift, Bd. 88, S. 259. 
*) Ibidem, Bd. 70, S. 360; Bd. 72, S. 169. 
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kommen, dafs keine chemischen Verbindungen von der Zusammensetzung 
dieser Urate bestehen Er glaubte zu diesem Schlufs berechtigt zu sein 
auf Grund von Leitfahigkeits- und Léslichkeitsbestimmungen, aus welchen 
hervorzugehen schien, dafs wenigstens in Lésungen bei 18° keinerlei 
Wechselwirkungen zwischen Urat und Harnsiéure stattfinden. Die eigen- 
tiimliche Wasserzersetzlichkeit, welche so vielen Autoren kein geringes 
Kopfbrechen verursacht hat, glaubt er durch Saureadsorption erkliren 
zu kOnnen. 

Sowohl gegen Kohlers Schlufhfolgerungen als gegen seine Er- 
klarung habe ich sodann einige Bedenken geaéufhert, welche darauf hinaus- 
liefen, daf\ von ihm der strenge Beweis fiir die Nichtexistenz der Quadri- 
urate noch nicht geliefert war, auch u. a. wegen der grofien experimentellen 
Schwierigkeiten, indem man mit sehr kleinen Léslichkeiten, wobei ganz 
geringe Verunreinigungen schon grofe Fehler hervorrufen kénnen, und 
aufferdem mit leicht zersetzlichen Stoffen zu tun hat. 

Allein, diese Bedenken bildeten durchaus nicht den Schwerpunkt 
meiner damaligen Notiz. Dieser war vielmehr in einer neuen Auffassung 
der Quadriurate und zwar als Mischkrystalle (feste Lésungen) gelegen. 
Aus den vorliegenden Arbeiten der Forscher auf diesem Gebiete, sowie 
aus unseren eigenen Untersuchungen,') hatten wir schon langst den 
Schluf$ gezogen, dafi die sogenannten Quadriurate wohl keine definierte 
chemische Verbindungen seien. In der genannten Notiz wurde dann 
auseinandergelegt, wie die neue Hypothese alle Erscheinungen dieser 
Urate ganz befriedigend erklaren kénne; auf die zu erwartenden krystallo- 
graphischen Schwierigkeiten bei der Untersuchung wurde aber auch schon 
hingewiesen. 

Kinige Zeit nachher hatte ich sodann Gelegenheit, die Hypothese 
weiter zu priifen, wobei ich mich der wertvollen Mithilfe von Herrn 
Privatdozent der Krystallographie Dr. Schmutzer erfreuen konnte. *) 
Ich méchte hier die Hauptergebnisse unserer Untersuchung ganz kurz 
memorieren. 

Wir fanden erstens, dafs unter den von uns gewdhlten Versuchs- 
bedingungen durchaus krystallinische Produkte erhalten wurden. Ich hebe 
das hervor, weil von vielen Autoren diese Urate als amorphe Mischungen 
betrachtet werden. 

Die Zusammensetzung der krystallinischen (festen) Phasen stand 
in gesetzmafiger Beziehung zu derjenigen der Lésungen, aus denen sie 
hervorgegangen waren. 

Besonders deutlich geht diese Beziehung aus einer Versuchsreihe 
mit Acetatlisungen mit wechselndem py hervor. 


1) Ibidem, Bd. 67. S. 332. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 82, 8. 209. 
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Zusammensetzung 








H,U 
der Krystalle: —~ ° 4,95 4,62 $32 3.93 
KO 
py der Lésung . | 5,57 5,68 5,84 6,04 
Ca » 2... ./2,71X10~*| 2.093% 1078! 144X104) 9,15 X10 
| Voo{ We | Va | Vial 
Zusammensetzune | | | 
H,N | | 
der Krystalle: x : 3,21 3,16 2 86 2,093 
py der Lésung. . . . 6.495 | 6.7% | 7,085 | 7,73 
Cy > > 2. . . | 8,20X10~*| 1,89X10—*| 8,23 X 10-4} 1,873 10~* 


Die Krystallpraparate waren mikroskopisch ganz homogen, die 
Wasserzersetzlichkeit nahm ab in der Reihe I> IL... » VIIL. 

Wir glauben uns deshalb die Sache so vorstellen zu miissen. Im 
System: Wasser, Harnsiure, K,O (oder Na,O), Essigsiiure, das wir unter 
bestimmten Voraussetzungen und bei bestimmter Temperatur und _ be- 
stimmtem Druck als cin System von drei Komponenten betrachten kénnen, ') 
gibt es eine Reihe von Lésungen, aus welchen bei Gleichgewichtsein- 
stellung als feste Phase Harnsaéure sich abscheidet, sodann eine Lésung, 
mit Harnséure und Monokalium-(Natrium-)urat in Gleichgewicht, und weiter 
eine Reihe von Lésungen, aus welchen nur Urat zur Absetzung kommt. 
Aber wenn die festen Phasen schnell aus iibersittigten (heiben) Lé 
sungen sich abzusetzen gezwungen sind, kann von einer Gleichgewichts- 
einstellung nicht die Rede sein und unter diesen Umstinden kommen 
aus Loésungen, aus welchen sich eigentlich z. B. Urate und Harnsiure 
absetzen sollten, die Quadriurate zum Vorschein. Je nach dem Gleich- 
gewicht in der LoOsung (und fiir das Gleichgewicht ist die Cy, sehr wichtig 
und der partiellen Ubersittigung an Urat und Harnsiure hat die feste 
Phase eine wechselnde Zusammensetzung. Bei diesem schnellen Absetzen 
wird die Harnséure sozusagen in die Krystallstruktur des Urats einge- 
zwungen; dabei kommt aber eine Spannung zustande, die um so grofer 
ist, je mehr Harnsiure in die Krystalle einverleibt ist. Daher die wechselnde 
Wasserzersetzlichkeit. 

Bei unserer Untersuchung hatten wir die Absicht, womdglich die 
Krystallart der Mischungsreihe festzustellen und hofften aufferdem in 


‘) Siehe dariiber |. c.. Bd. 67. 
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dieser Reihe eine oder mehrere der physikalischen Konstanten der Misch- 
krystalle wie, z. B. Dichte, Brechungsverhaltnisse, verfolgen zu kénnen. 
Man konnte namlich erwarten, daf, wenn wirklich eine Mischungsreihe 
vorlag, diese Konstanten sich mit der Zusammensetzung allmiéhlich 
indern wiirden. Das ist uns aber wegen der Kleinheit der Krystalle 
nicht gegliickt. Doch meinte der eine von uns (Schmutzer), dafs vieles 
dafiir sprach, dafs die Krystalle (oder Aggregate) vom Typus des Mono- 
kalium(Natrium-)urats seien. 

Wie dem auch sei, wir glauben, dafs zurzeit diese Auffassung die 
Verhiltnisse der Quadriurate am ungezwungensten erklarlt; auch die 
Adsorptionshypothese, welche in die Quadriurate Adsorptionen von Harn- 
siure an Urat sieht, ist, wenn man die Entstehungsweisen und das Ver- 
halten der anscheinend ganz homogenen Krystallnadeln in Betracht zieht, 
doch wohl weniger fir die Erklarung geeignet. 

Fragen wir uns nun, was in Loésungen, auch in tibersittigten, 
von Harnséiure und Urat zu erwarten ist, so ist es sofort klar, daf eine 
Wechselwirkung zwischen diesen gelésten Stoffen fiir das nachherige 
Ausfallen von Mischkrystallen garnicht nétig ist. Es ist nur zu erwarten, 
dafs die aus der Lésung sich ausscheidenden Molekeln Harnséure zu- 
sammen mit den Uratmolekeln allmalich Mischkrystalle bilden. Und nun 
komme ich zu der letzten Abhandlung Kohlers. Ich bin weit davon 
entfernt, das Verdienst der an sich wichtigen und genauen Untersuchungen 
auch nur im mindesten verkleinern zu wollen. Ich méchte aber bemerken, 
dai’ zwar Kohler meine beiléufigen Bedenken widerlegt, aber die 
Hauptsache, die Auffassung der Quadriurate als feste Lésungen auch 
nicht mit einem Worte nennt. 

Und so gibt uns die letzte Abhandlung dann auch nichts wesentlich 
Neues, denn, wie gesagt, glaubten auch wir nicht mehr an die Existenz 
von chemischen Verbindungen von der Zusammensetzung der Quadriurate. 
Auf jeden Fall ist es jetzt, dank Kohlers Untersuchungen, wohl sicher, 
dafs keine komplexen Ionen in den betreffenden Lésungen existieren, aber 
unsere Auffassung der genannten Urate wird von diesen Untersuchungen 
auf keinerlei Weise beriihrt, und wir glauben also bis auf weiteres, daf 
man sich das Wesen und die Eigenschaften dieser Urate von diesem 
Standpunkte am leichtesten klar machen kann. 
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Uber die Atmung der kdnstlich durchbluteten Hundeleber. 
Von 


Adam Loeb. 


(Aus dem stadtischen chemisch-physiologischen Institut zu Frankfurt a. M.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13. Januar 1914.) 


I. Das Verhalten der Hungerleber. 


Vorliegende Untersuchungen wurden urspriinglich in der 
Absicht begonnen, Normalwerte als Grundlage fiir weitere 
Versuche zu gewinnen. Es hat sich nun ein Widerspruch mit 
den bereits in der Literatur tiber den Sauerstoffbedarf der Leber 
vorliegenden Angaben herausgestellt. Obwohl ich zurzeit nicht 
imstande bin, diesen Widerspruch restlos zu kliren, glaube ich 
trotzdem jetzt schon meine Ergebnisse mitteilen zu sollen, um- 
somehr als ich aus duferen Griinden meine Untersuchungen 
auf mehrere Monate unterbreche. 

Uber den Sauerstoffverbrauch der in situ befindlichen 
Katzenleber ist an erster Stelle die ausgezeichnete Unter- 
suchungsreihe von Barcroft und Shore?) aufzuftihren. Diese 
Autoren ermittelten den Sauerstoffverbrauch der Leber (pro 
Kilogramm Organ und 1 Minute) 36 Stunden nach der Fiitte- 
rung zu 5—-18, im Durchschnitt zu 11 ccm O,, wahrend sich 
18 Stunden nach der Fiitterung Werte von 24—50, durch- 
schnittlich 35 ccm O, ergaben. 

Masing?) hat an der tiberlebenden mit arteigenem Blute 
und zuckerhaltiger Ringer-Lésung durchstrémten Leber von 
Kaninchen gearbeitet, bei denen wohl wegen der Eigenart 
ihrer Verdauung ein gewisser Glykogengehalt der Leber vor- 
ausgesetzt werden darf, obwohl Angaben iiber ihre Ernaihrung 





1) Journ. of Physiology, Bd. 45, S. 296, 1912/13. 
*) Arch. f. exp. Path. u. Pharmak., Bd. 69, S. 431, 1912. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXIX. 
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nicht gemacht sind. Masing kam zu Sauerstoffwerten von 
15—24, im Durchschnitt 19 cem, bei einer Blutwarme von 38°. 
— Ia in einer neuerdings erschienenen Mitteilung von War- 
burg!) auch die Werte wiedergegeben sind, die durch Schiitteln 
von Leberbrei mit Luft und durch dhnliche Methoden gewonnen 
wurden, sei hierauf verwiesen, ebenso auf die den Gaswechsel 
der Organe, Gewebe und isolierten Zellen zusammenfassend 
behandelnde Arbeit von A. Loewy.®*) 





Versuchsanordnung. 


Ausgegangen wurde von der im hiesigen Institute durch- 
gebildeten Technik der kiinstlichen Durchblutung der Leber. 
Es gelingt so, 4—7 Minuten, nachdem die in leichter Ather- 
narkose erfolgende Entblutung der Hunde beendet ist, die Durch- 
strO6mung der herausgenommenen Leber in Gang zu bringen. 

- Selbstverstindlich muf fiir peinliche Einhaltung der ge- 
wihlten Temperatur (40°) und fiir gute Arterialisierung gesorgt 
werden, ebenso fiir ausreichende StrOmungsgeschwindigkeit, da 
ja die Anordnung der Arterialisierung im Nebenkreislauf, wie 
sie unser Durchblutungsapparat aufweist, nur eine partielle 
Q,-Siittigung des zur Leber strémenden Blutes gewahrleisten 
kann. Die StrOmung konnte in den Versuchen der vorliegenden 
Mitteilung fast ausnahmslos ohne Anwendung eines abnorm er- 
héhten Drucks so hoch gehalten werden, dai auf 1g des 
Lebergewichts (nach Abzug von Kaniilen und Zwerchfell) fast 
3 ccm in der Minute durchflieSenden Blutes kamen. — Die 
Strémungsgeschwindigkeit wurde unmittelbar, nachdem das 
Blut zur Gasanalyse entnommen war, durch Abmessen der in 
1/; Minute aus der Vena cava abflieBenden Blutmenge bestimmt. 

Zur Blutgasanalyse diente das Differentialmanometer von 
Barcroft.%) Da ich mit 5 ccm Blut zu arbeiten gedachte, bin 
ich wieder zu den in der ersten Arbeit von Barcroft*) an- 


') Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol., Bd. 154, S. 599, 1913. 

*) Oppenheimers Hab. d. Bioch., Erganzungsband, Jena 1913. 

8) Vgl. Abderhaldens Hdb. d. bioch. Arbeitsmeth., III, 1, S. 691 
und Oppenheimers Hdb. d. Biochemie, Erginzungsband 1913, S. 118. 

*) J. of Physiology, Bd. 37, S. 12, 1908. 
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gegebenen Dimensionen der Schiittelgefafe zuriickgekehrt und 
habe diese Glasbirnen so gewahlt, daB ihr Volumen mit Ein- 
schlu8B des Raumes Uber ihnen bis zum Beginn der Kapillare 
etwa 100 ccm betrug. Geeicht wurden die Apparate nach 
Barcroft und Higgins.!) — Der Gang der Untersuchung ge- 
staltete sich folgendermafien: Zwei St6épselfliischchen wurden 
bis zum Uberlaufen mit arteriellem und venésem Blute gefiillt 
und verschlossen. Dann wurden sofort je 5 ccm dieser beiden 
Blutproben in den Birnen unter 10 ccm Saponin-Ammoniak- 
lésung geschichtet, die Birnen unter Vaselindichtung dem Apparate 
angefiigt, je 0,9 ccm gesattigte Kaliumferricyanidlésung in die 
dafiir bestimmten Roéhrchen eingefiillt, die Stépsel eingefiigt und 
die Apparate in das Wasserbad versenkt. Nachdem Temperatur- 
gleichgewicht eingetreten, wurde der Stand beider Manometer ab- 
gelesen, beide Hihne geschlossen und zunichst durch Schiitteln 
das Blut in den Birnen griindlichst lackfarben gemacht, dann 
durch EinflieBenlassen der Kaliumferricyanidlosung der Sauer- 
stoff entbunden. Wenn nach wiederholtem Schiitteln keine 
wesentlichen Anderungen der Manometerstiinde mehr eintraten, 
wurde abgelesen und aus etwa fiinf gut stimmenden Ablesungen 
das Mittel genommen. Eine einfache Rechnung ergibt aus der 
Differenz der an den Manometern abgelesenen Drucke die aus 
5 cem DurchstrOmungsblut von dem Organ entnommenen Sauer- 
stoffmengen, die dann mit Hilfe der StrO6mungsgeschwindigkeit 
und des Lebergewichtes auf ein Kilogramm Leber und eine 
Minute umgerechnet werden. 

Die Kohlensiurebestimmungen erfolgten derart, dal nach 
Beendigung der Sauerstoffanalyse je 0,9 cem gesattigter Wein- 
sdureldsung eingefiillt wurden; unter den oben geschilderten 
Kautelen wurden diese zu den Blutgemischen zugegeben; dann 
wurde geschiittelt, ein Gleichgewicht aber meist erst nach 
Stunden erzielt. Die Berechnung war die gleiche wie oben. 

Barcroft selbst gibt die Genauigkeit der Kohlensaure- 
bestimmung geringer als die der Sauerstoffwerte an, halt aber 
seine Methode trotzdem noch fiir die beste der existierenden; 
ich selber habe nicht allzuviele Doppelanalysen gemacht und 





*) J. of Physiology, Bd. 42, S. 512, 1911. 
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fand stets eine ausreichende, manchmal vollkommene Uberein- 
stimmung der O,-Werte; fiir die CO,-Mengen ergaben sich noch 
brauchbare Zahlen, die, wie z. B. die Tabelle der folgenden 
Arbeit zeigt, nicht iiber 4 ccm auseinander liegen; das kénnen 
aber, da die CO,-Werte stets erheblich hinter denen der O,-Analyse 
zuruckbleiben, Differenzen von 30°/o sein! 

Als Durchstromungsfliissigkeit dienten nach dem Vorgange 
von Embden, Schmitz und Wittenberg!) in den meisten 
Fallen dreifach gewaschene Rinderblutkérper in_bicarbonat- 
und zuckerfreier Ringer-Lésung suspendiert; die Suspension 
war, wie bei genannten Autoren, derart berechnet, daB aus 
1000 cem Ausgangsblut 1250 ccm Suspension wurden. Die 
Wahl einer solchen Durchstrémungsfliissigkeit geschah deshalb, 
weil man der Leber den Zucker des unverdnderten Blutes 
entziehen und fiir spater geplante Versuche die Moéglichkeit 
haben wollte, Zusatze modglichst direkt, d. h. ohne Konkurrenz 
mit den im Serum enthaltenen Stoffen der Leber anzubieten. 

Aus dem gleichen Grunde wurden die Lebern von Hunden, 
die vier Tage gehungert hatten, verwandt, da anzunehmen ist, 
dafi die hungernde Leber ihre Reservestoffe in dieser Zeit 
ziemlich aufgezehrt hat; die zu gewinnenden Werte wiirden 
also bei der Versuchsanordnung: Hungerleber durchstrémt 
mit gewaschenen Rinderblutkoérpern, anniihernd dem endogenen 
Umsatze der Leber entsprechen, da unter der in Betracht 
kommenden Versuchsanordnung die Atmung der Blutkérperchen 
zu vernachlissigen ist. 

Ein weiterer Grund fiir die Anwendung der Hungerleber 
war auch die Absicht, die Normalleber mit Zustainden der Leber 
zu vergleichen, die nur bei Hunger gut herbeizufiihren sind. 


Sauerstoffverbrauch der Leber. 


Die Tabelle auf der nachsten Seite gibt in Spalte 5 den 
O,-Verbrauch fiir 1 kg Leber und 1 Minute in Kubikzentimetern. 
Fiir die mit einer Aufschwemmung von gewaschenen Rinderblut- 
ké6rperchen in zucker- und bicarbonatfreier Ringer-Lésung 
durchbluteten Lebern ergaben sich Werte, die zwischen 27,7 


') Diese Zeitschrift, Bd. 88, S. 210, 1913. 
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und 66,0 schwanken und im Durchschnitt 50,1 betragen. Die 
Zahlen haben im allgemeinen die Tendenz, im Laufe einer 
Durchblutung leicht abzufallen; doch gibt es auch Ausnahmen;: 
insbesondere wurde bei der Entnahme D nach 60 Minuten 
gelegentlich ein Anstieg bemerkt. 

Die so erhaltenen Werte von durchschnittlich 50,1 cem 
(), sind deutlich hoher als der von Barcroft und Shore zu 
11 ccm fir hungernde Katzen ermittelte und etwa das 2!/2fache 
der von Masing fiir die Kaninchenleber bestimmten Zahl. 
Woher diese Differenz stammt, bedarf noch der Aufklarung: 
bei den Versuchen von Barcroft und Shore kommt die 
Wirkung der Narcotica (Chloroform, Alkohol, Ather und Ure- 
than) in Betracht, die Einspritzung von Hirudin, die in einem 
Teile der Versuche direkt in die Pfortader erfolgte, und die 
wohl bei einer derartig schwierigen Technik nicht ganz ver- 
meidbare Auskiihlung der Tiere. 

Da die Wirkung des Athers auf die Zellatmung, wie 
Warburg gezeigt hat, reversibel ist, diirfte in den vorliegenden 
Versuchen ein Einflu8 des zur Narkose gebrauchten Athers 
auf die Atmung der kiinstlich durchbluteten Leber nicht anzu- 
nehmen sein, weil die zu Beginn des Versuches der Leber ent- 
strdmenden ersten 200—300 ccm fortgegossen wurden, und 
etwaige Reste des Athers im Laufe des Versuches bei 
der Durchliiftung des Blutes mit Sauerstoff ausgetrieben 
werden. 

Es mubte nun mit der Moglichheit gerechnet werden, dab 
wegen der abnormen Beschaffenheit der Durchstrémungsfliissig- 
keit — Fehlen des Serums und abnormer lonenmischung — 
in unsern Versuchen ein die Oxydationen hemmender Einflub 
in Wegfall gekommen sein kénnte. Es sollte also, obwohl 
schon ein Versuch (2) mit Rinderblutdurchstrémung vorlag, 
dessen Werte sich vom Durchschnitte nicht wesentlich ent- 
fernen, eine Durchstrémung mit arteigenem Blute vorgenommen 
werden: Versuch 6. Dieser ergab nun viel héhere Zahlen: der 
O,-Wert schwankte zwischen 61,4 und 89,3 ccm. Da sich aber 
hinterher herausgestellt hat, dafi der blutspendende Hund Trager 
multipler Tumoren war, kénnen die hohenWerte kaum als Normal- 
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werte gelten, besonders im Hinblick auf die Angaben von Kraus 
und Chvostek,’) die bei Carcinomkranken einen hohen oder 
leicht erhohten Sauerstoffverbrauch fanden. Anderseits wird man 
aber auch diese supponierten im Blute enthaltenen, die Oxyda- 
tionen erhéhenden Stoffe kaum als so wirksam ansehen diirfen, 
daB sie den Sauerstoffverbrauch auf das doppelte oder dariiber 
steigern: man wird also keine Veranlassung haben, von diesem 
Versuche aus auf die Vermutung zu kommen, da die normalen 
Oxydationen in der Leber wesentlich niedriger verlaufen, als der 
Durchschnittszah! 50,1 cem QO, entspricht. 

Wenn man mit den so erhaltenen Werten des Sauerstoff- 
verbrauchs der Hungerleber von durchschnittlich 50 ccm Q, die in 
der Literatur fiir andere driisige Gebilde verzeichneten vergleicht, 
so findet man, dafi sie in gleicher GréBenordnung liegen. Nach 
Loewys?) Zusammenstellung sind namlich als O,-Verbrauch 
pro Kilogramm Organ und pro 1 Minute anzusetzen fiir: 


Niere 80—90 cem O, 
Pankreas 40 > » 
ruhende Speicheldriise 28 » > 


untatiges Darmepithel 26 » > 


Dagegen kommen nach Magnus-Levy*) beim ruhenden, 
niichternen Erwachsenen Minutenwerte von 2,8—4,5 cem O, 
auf das Kilo Kérpersubstanz. 

Es geht also in besonders schlagender Weise aus diesen 
Versuchen hervor, was auch schon durch manche friiheren Unter- 
suchungen, namentlich tiber die Acetessigsiurebildung in der 
Leber, als erwiesen anzusehen war, dal die oxydative Tatig- 
keit der kiinstlich durchbluteten Leber noch eine ganz gewaltige 
ist, sicherlich nicht hinter den fiir andere driisige Gebilde am 
lebenden Organismus ermittelten Werten zuriicksteht, und end- 
lich, daf diese Funktion im Verlauf einer Stunde bei kiinst- 
licher Durchblutung nicht nennenswert abnimmt. 


') Wien. kl. Wochenschr., 1891, Nr. 33, zitiert nach v. Noordens 
Pathologie des Stoffwechsels. 

>. ¢. 

°) v. Noordens Pathologie des Stoffwechsels,. 
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Die Abgabe der Kohlensiure. 


Zunichst seien die Ergebnisse der Versuche besprochen, 
in denen als Durchstrémungsfliissigkeit eine Aufschwemmung 
gewaschener Rinderblutkérperchen in zucker- und bicarbonat- 
freier Ringer-Lésung verwandt wurde. Die Menge der CO,-Aus- 
scheidung schwankte hier zwischen 13,7 und 35,9 ccm pro Kilo- 
gramm Leber und 1 Minute, der respiratorische Quotient zwischen 
0,44 und 0,60. Halt man nun gegen diese Ergebnisse die der beiden 
Versuche, in denen mit nativem Blute durchstrOmt wurde, so 
fallt einmal die absolute Héhe der CO,-Werte auf: 40,4—74,4, 
und zweitens sind die respiratorischen Quotienten hoher : bis 
0,77 im Versuche 6 und 1,54 im Versuche 2. Aus diesem 
Zuriickbleiben der CO,-Werte bei denVersuchen, in denen Ring er- 
Ldésung angewandt wurde, kann wohl gefolgert werden, dab 
diese Blutkérpersuspensionen, entweder den vollstandigen Ablauf 
der Oxydation zur Kohlenséure hemmen, oder, was viel wahr- 
scheinlicher ist, ein derartig schlechtes Vehikel fiir die in der 
Leber gebildete Kohlensiiure sind, dafi diese sich in der Leber 
anhiuft: das auBerordentlich starke Retentionsvermégen der 
kiinstlich durchbluteten Leber fiir Kohlensiéure ist ja von 
Freise!) vor kurzem nachgewiesen worden. 

An diesem Fehler der Kohlensiurestapelung in der Leber 
werden wohl alle Versuche kranken miissen, aus der Differenz 
der im arteriellen und venésen Blute enthaltenen Kohlensiure- 
mengen bindende Riickschliisse auf die Kohlensadurebildung 
in der Leber zu ziehen, wenn man nicht dafiir sorgt, daB die 
zu Beginn der Durchstr6mung im Gegensatze zum Blute kein 
EKiweif enthaltende Durchstrimungsfliissigkeit erstens recht 
kohlenséurearm in das Organ gelangt und zweitens eine grofe 
Fihigkeit hat, Kohlenséure aufzunehmen. 


II. Die Atmung der Phlorizinfettleber. 


Der Ausgangspunkt dieser Untersuchungsreihe war die 
schon vor Jahren von Embden und Lattes?) bei der Durch- 


') Bioch. Zeitschr., Bd. 54, S. 474, 1913. 
*) Hofmeisters Beitrige, Bd, 11, S. 330, 1908. 
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blutung phlorizinvergifteter und auch pankreasdiabetischer 
Hunde gemachte und seitdem immer wieder im hiesigen In- 
stitute bestatigte Tatsache, daf das bei der Durchstrémung 
die Leber verlassende Blut auffallend vends war. Embden 
und Lattes haben schon seinerzeit eine Steigerung des oxy- 
dativen Stoffwechsels in diesen Lebern vermutet. 


Versuchsanordnung. 


Sie war die gleiche wie bei der vorangehenden Mitteilung; 
nur wurde in den beiden ersten Versuchen statt mit Rinder- 
blutkérpern mit Hundeblutkérpern in Suspension durchstrémt. 

Die Phlorizinisierung der hungernden Hunde geschah 
nach der Coolenschen Methode!) mit Phlorizindl. 

Da in den meisten der vorliegenden Versuche nach halb- 
stiindiger Durchblutung zu anderen Zwecken Zusiitze zur Durch- 
stromungsfliissigkeit erfolgten, verfiige ich nur itiber wenige 
Werte nach */4- oder ganzstiindlicher Durchblutung, die sich 
allerdings im Rahmen der anderen Werte halten. 

Da die Phlorizinfettlebern erheblich gréfer waren, als die 
Lebern der vorhergehenden Untersuchungsreihe, und die Steige- 
rung der Stromungsgeschwindigkeit ihre praktischen Grenzen hat, 
konnte nicht immer die Relation: 1 g Lebergewicht zu 2 ccm 
DurchstrO6mungsblut pro 1 Minute aufrecht erhalten werden; 
die Sauerstoffversorgung war also in manchen Fallen nicht 
ganz ausreichend; gelegentlich konnte in der das venése Blut 
enthaltenden Glasbirne bei der Gasanalyse keine Volum- 
zunahme am Schlusse des Versuchs trotz gleicher Temperatur 
des Wasserbades festgestellt werden. Es sind also in manchen 
Versuchen die erhaltenen Werte nur als Minimalzahlen zu be- 
trachten. 

Die Versuche 8 und 9 weichen von den friiheren in- 
sofern ab, als das Blut auf einer besonders rasch laufenden 
Zentrifuge geschleudert wurde, was eine stirkere Zusammen- 
ballung der Blutkérperchen und _ griindlichere Auswaschung 
zur Folge hatte. 


') Vgl. Lusk in Asher-Spiros Ergebnissen, Bd. 13, 1912. 
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Ergebnisse. 


Der Sauerstoffverbrauch pro Kilogramm Leber und 1 Minute 
schwankte, wie die Tabelle auf der naichsten Seite zeigt, zwischen 
40,1 und 82,0 ccm und betrug im Mittel 61,1 ccm O,. Wenn man 
aber die einzelnen Versuche kritisch durchsieht, mufi Versuch 3 
wegen ungeniigender Verfettung und niederen Acetongehalts 
der DurchstrOmungsfliissigkeit ausscheiden, ebenso 8 und 9 
wegen abweichender Versuchsbedingungen. Man erhalt dann 
als Mittelwert 68,5 ccm O,-Verbrauch gegeniiber 50,1 der Norm. 

Ahnlich werden die Resultate, wenn man aus der vorigen 
Mitteilung Mittelwerte fiir die einzelnen Versuchsviertelstunden 
berechnet und sie mit denen der Phlorizinversuche vergleicht. 
In der nachstehenden Zusammenstellung sind die Mittelwerte 
nach Auslassung der oben beanstandeten Versuche wieder- 
gegeben, wihrend die eingeklammerten Werte aus sidmtlichen 
Versuchen berechnet sind. 


Durchschnittswerte fiir den O,-Verbrauch 
pro Kilogramm Leber und Minute. 


Normalhungerhunde Phlorizinhungerhunde 


A nach 15’ 54,3 69,3 (61,6) 
B > 30 50,5 68,4 (59,8) 
CG » 465! 44,4 61,2 (57,2) 


Auch hierbei ergibt sich ein erhéhter Sauerstoffverbrauch 
der Phlorizinfettleber. 

Es kommt bei dieser Berechnung noch dazu, daB sie 
eigentlich zuungunsten des zu Beweisenden erfolgt. In der 
Phlorizinfettleber ist eine Menge Fett abgelagert, das natiirlich 
nicht aktiv an den Oxydationen sich beteiligt; trotzdem wurde 
in obiger Berechnung kein Unterschied zwischen dem Kilogramm 
Hunger- und Fettleber gemacht; geschahe dies, so wirden die 
Atmungswerte bei der Phlorizinleber noch starker in die Hohe 
gehen. Einen gewissen Anhalt fiir die Menge des in der Leber 
deponierten Fettes haben wir in dem Verhiltnis des Leber- 
gewichtes zu dem Totalgewicht des Hundes: Wéahrend die 
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Lebern der vorigen Versuchsreihe!) 2,2—2,8°/o des Korper- 
gewichtes ausmachen, liegen diese Werte bei den Phlorizin- 
fettlebern zwischen 2,3 und 4,1°/o. 

Wir halten uns also fiir berechtigt, der Fettleber bei 
Phlorizinvergiftung eine erhOhte Oxydationstiatigkeit 
zuzuschreiben. Ob das auch fir die Fettleber des pankreas- 
diabetischen Tieres zutrifft, sollen weitere Untersuchungen lehren. 

Die hohen Acetonwerte der Durchblutungsfliissigkeit geben 
wohl einen Fingerzeig, wozu der verbrauchte Sauerstoff ver- 
wandt wird. Bei weitem am wahrscheinlichsten ist es, daB 
Fettsiuren oxydiert werden. Dafir spricht auch vielleicht, dab 
recht haufig der respiratorische Quotient niederer liegt als in 
der vorigen Mitteilung bei der Durchblutung der Hungerleber, 
wo er 0,44 nicht unterschreitet, wahrend er bei der Phlorizin- 
leber, wie die Tabelle zeigt, im Durchschnitt niederer ist und 
mehrfach unter 0,44 zuriickbleibt. Es kann deshalb mit aller 
Reserve, die, wie oben betont, bei der Bewertung der CO,- 
Zahlen am Platze ist, daran gedacht werden, dah die ge- 
steigerte Anoxydierung der Fettsiuren, die in der vermehrten 
Acetessigséurebildung der Phlorizinleber ihren unmittelbaren 
Ausdruck findet, den gesteigerten Sauerstoffverbrauch bedingt. 


Zusammenfassung. 


Der Sauerstoftverbrauch der mit einer Suspension von 
gewaschenen Rinderblutkérperchen in zucker- und bicarbonat- 
freien Ringer-Lésung durchstrémten Leber des hungernden 
Hundes betrigt 27,7—66,0, im Durchschnitt 50,1 eem O, pro 
Kilogramm und 1 Minute. 

Unter gleichen Versuchsbedingungen ist das Sauerstoff- 
bediirfnis der Phlorizinfettleber héher; es betragt 40,6—82,0, 
im Durchschnitt 68,5 cem Q,. 


') Versuch 5 der vorigen Mitteilung mufs hier ausscheiden, da er 
an einem Teckel angestellt wurde, die nach den Erfahrungen des hiesigen 
Instituts stets ein relativ hohes Lebergewicht aufweisen. 






































Uber die Rolle des Glykogens bei der Garung durch lebende Hefe. 
Von 
Hans Euler. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Januar 1914.) 


Beziiglich der Zwischenprodukte, welche bei der alkoho- 
lischen Girung der Kohlenhydrate auftreten, haben die For- 
schungen der letzten Jahre zwar noch keine endgiiltigen 
Resultate, aber wohl einige, z. T. sehr wertvolle Anhaltspunkte 
gebracht. Man kann dieselben etwa in folgender Weise zu- 
sammenfassen. 

1. Am Abbau der vergirbaren Zuckerarten beteiligen sich 
Phosphate, indem dieselben organische Kohlenhydratphosphor- 
siureester bilden (Iwanoff, Harden und Young). 

2. Diese Kohlenhydrate entstehen nicht direkt aus den 
unveriinderten Zuckern, sondern erst nach einem noch nicht 
néher bekannten Umwandlungsprozef desselben. 

3. Beim Abbau der Zuckerarten entstehen Stoffe mit 
3 Kohlenstoffatomen, vermutlich von der Zusammensetzung 
C,H,O,; in Zusammenhang mit diesen steht eine Ketonsdure 
(Brenztraubensaure), aus welcher durch eine Carboxylase Kohlen- 
siiure abgespalten werden kann (Neuberg). 

Wiahrend die letzte Phase der Giirung durch die Arbeiten 
von Neuberg wesentlich geklaért worden ist, wissen wir tiber 
den Beginn der Girungsreaktion chemisch noch so gut wie 
gar nichts. 

Hier erheischt in erster Linie die ‘Tatsache eine Er- 
klarung, dai zu Anfang der Gérung mehr Zucker verschwindet, 
als Kohlensaure auftritt. 

Das Schicksal des Zuckers beim Abbau durch Enzyme 
wird um so interessanter, als bekanntlich eine grofe Reihe 
von Tatsachen dafiir spricht, daB die Atmung bezw. die Zucker- 
verbrennung in héheren Organismen in derselben Weise beginnt 
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wie die Giarung. Auch bei der Zuckerverbrennung im Pflanzen- 
und TierkOrper sind aller Wahrscheinlichkeit nach Kohlen- 
hydratphosphorsiiureester beteiligt und ich habe bereits in einigen 
vorhergehenden Arbeiten auf den Einflu{ aufmerksam gemacht, 
welchen mdglicherweise die Phosphate bei den Anomalien des 
Zuckerumsatzes im Tierkérper (also bei Diabetes usw.) besitzen.!) 

Nun ist von Tierphysiologen bereits vielfach die Auf- 
fassung geiiubert worden, dai das erste Schicksal des Zuckers 
im Organismus hoherer Tiere in der Bildung von Glykogen 
besteht und obwohl es scheinen kann, dafi durch einen solchen 
anfanglichen Aufbau der Kohlenhydrate sich der Stoffwechsel 
sehr kompliziert gestaltet, so sprechen doch zahlreiche Um- 
stinde fiir eine solche Annahme. 

Nun ist daran zu erinnern, da vor einiger Zeit Griiss?) 
die Hypothese aufgestellt hat, daB auch bei der alkoholischen 
Girung in der Hefe der Zucker zundchst in Glykogen ver- 
wandelt wird. Diese Annahme hat bekanntlich wenig Beachtung 
gefunden, sie ist in fast allen neueren Ubersichten und Mono- 
graphien, welche die alkoholische Garung behandeln, entweder 
ilibergangen oder jedenfalls nicht weiter diskutiert worden. 
Dies erklart sich durch den Umstand, dafi die Tatsachen, durch 
welche Griiss selbst seine Annahme zu stiitzen suchte, wenig 
beweisend sind. 

In der letzten Zeit habe ich einige Versuche angestellt, 
welche fiir die Richtigkeit der Griissschen Hypothese zu 
sprechen scheinen, und es dtirrfte angebracht sein, die genannte 
Annahme wieder einer eingehenden Priifung zu unterziehen. 
Kine solche Arbeit habe ich auch unternommen im Zusammen- 
hang mit friiheren Untersuchungen, welche ich mit einigen 
Mitarbeitern iiber die Differenz zwischen der bei der Girung 
verschwindenden Menge Zucker und der gleichzeitig auftreten- 
den Kohlensiure angestellt habe.) 


') Diese Zeitschrift. Bd. 79, S. 375, 1912. 

*) Zeitschrift f. d. ges. Brauw., Bd. 27, 1904. 

*) Euler und Berggren, Zeitschrift f. Gairungsphysiologie, Bd. 1, 
S. 203, 1912. — Euler und Johansson, Diese Zeitschrift, Bd. 76, 
S. 347, 1912. —- Euler und Hille, Zeitschrift f. Garungsphysiologie, 
Bd. 3, S. 285, 1913. 
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Beziiglich einer solchen Differenz in lebender Hefe lag 
bis zu Beginn unserer Studien nur eine gelegentliche Bemerkung 
von Jodibauer’) vor. Aus den Versuchen von Johansson 
habe ich geschlossen, daf diese Differenz auf der Bildung eines 
Zwischenprodukts oder Umwandlungsprodukts des Zuckers be- 
ruht, tiber dessen Natur wir uns nicht weiter ausgesprochen 
haben. Wir haben versucht, iiber die Drehung des auftretenden 
Produkts Aufschliisse zu erhalten, konnten aber zu keinem 
definitiven Resultate kommen. 

Ein ahnlicher Effekt war bei der zellfreien Giirung durch 
HefepreBsaft mehrfach beobachtet worden und zwar wohl zuerst 
von A. Macfadyen, Harris Morris und S. Rowland,?) 
spiter von Harden und Young.) 

SchlieBlich sind die Versuche von Harden und Young 
durch Buchner und Meisenheimer‘) wiederholt worden, 
welche durch dieselben das von M. Cremer) zuerst behauptete 
Vorkommen eines aufbauenden Enzymes im Hefeprefsaft zahlen- 
mifig festlegten. 

DaB sich Glykogen in der Hefe in betriichtlichen Mengen 
bildet, ist eine altbekannte und nicht zu bezweifelnde Tat- 
sache. Ebenso ist langere Zeit bekannt, dali das Glykogen in 
der Hefe groBen Schwankungen von 5—35°/o unterworfen ist. 
Viel weniger genau steht fest, in welcher Weise Glykogen- 
bildung und Kohlensdureentwickelung bezw. Zuckerverlust in 
den die lebende Hefe umgebenden Lésungen zusammenhingen 
und wir haben dieser Beziehung deshalb unsere Aufmerksam- 
keit gewidmet. Gleichzeitig war natirlich zu fragen, ob und 
in welchem Grade zwischen dem Zucker und dem Glykogen 
stehende hodhere Kohlenhydrate gebildet werden. 

Wenn nach der Griissschen Hypothese die gesamte 
Garung tiber das Glykogen geht, so gewinnt ja die Annahme 

1) Zeitschrift f. d. Riibenzuckerindustrie, Bd. 25, S. 308, 1888. — 


Ich verdanke einen Sonderdruck dieser Abhandlung Herrn Professor 
Dr. Lintner. 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 33, 5S. 2786, 1900. 

8) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 37, S. 1067, 1904. 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 39, S. 3205, 1906. 

5) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 32, S. 2062, 1899. 
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an Wahrscheinlichkeit, daB die Zwischenprodukte, welche die 
Differenz zwischen dem verschwundenen Zucker und der auf- 
tretenden Kohlensdure erkliren, Stoffe sind, die zwischen den 
Hexosen und dem Glykogen liegen. Mit Studien tiber diese 
Kohlenhydrate ist im hiesigen Laboratorium Herr Mag. Kull- 
berg beschiftigt. 


Experimentelles. 


Die Glykogenbestimmung in der Hefe ist in neuerer Zeit 
von Schonfeld und Krampf in ausgezeichneter Weise aus- 
gearbeitet worden auf Grund der Pfliigerschen Methode. Das 
Verfahren dieser Forscher ist zweifellos fiir Hefeuntersuchung 
das genauste und geeignetste und es ist héchstens daran aus- 
zusetzen, daf} es, wenn es sich um zahlreiche Bestimmungen 
handelt, ziemlich zeitraubend ist. Selbst haben wir das Ver- 
fahren von Sch6nfeld und Krampf in folgender Weise an- 
gewandt: 10 g gewaschene Hefe wurden in 30 ccm 60°/oiger 
Kalilauge eingetragen und darin 3 Stunden lang erhitzt. Nach 
dieser Zeit wird abgekiihlt, mit ganz wenig Wasser verdiinnt 
und das Glykogen mit 200 ccm 96°/oigem Alkohol gefiallt. 
Nach mindestens 10stiindigem Stehen kann das Glykogen durch 
einen Gooch-Tiegel abgezogen werden und wird hierauf mit 
Alkohol und Ather gewaschen. Das reine Glykogen wird hierauf 
in heifem Wasser gelost, filtriert und die Lésung mit Salz- 
siure neutralisiert. Nachdem man die Loésung auf ein be- 
stimmtes Volumen gebracht hat, versetzt man etwa !#/10 von 
der Lisung mit starker Salzséure und hydrolysiert das Gly- 
kogen auf dem Wasserbade. Nach dem Abkihlen der Lésung 
bestimmt man den Zucker als Glukose nach der Methode von 
Pavy oder Bertrand. 

Die Bestimmung der in der Hefe durch Wasser extra- 
hierbaren reduzierenden Stoffe, auf welche wir spater zuriick- 
kommen, wurde ebenfalls nach der Pavyschen Methode aus- 
gefiihrt. Im iibrigen ist tiber die Anstellung der Versuche 
wenig zu sagen, ich kann auf die erwahnte Mitteilung von mir 


‘) Wochenschr. f. Brauerei, Bd. 28, S. 157, 1911. 
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und D. Johansson verweisen. Die Bestimmung der Kohlen- 
sdure geschah stets volumetrisch; die meisten Bestimmungen 
wurden wieder bei 30° ausgefiihrt. 


Versuche. 


Unsere aus der Brauerei bezogene, sorgfaltig in der 
Kalte gewaschene Hefe besaf einen mittleren Glykogengehalt 
von 10°%o. 

Der Phosphorsaéuregehalt war hingegen ziemlich hoch, 
namlich 4,1°/o P,O,. Der Gesamtstickstoffgehalt betrug 61°/o. 

Unsere ersten Versuche galten einer Vervollstandigung 
der friiher von Euler und Johanssen tiber die Werte A—C 
(A = prozentischer Drehungsriickgang, C prozentische Menge 
der entwickelten Kohlenséure) aufgestellten Beziehungen mit 
Angaben iiber den Verbrauch von Zucker zur Glykogenbildung 
und eventuell zur Bildung héherer Kohlenhydrate. 

Unsere Versuche wurden also jetzt mit griferen Mengen 
angestellt, in der Regel mit je 40 oder 80 g geprefter Hefe. 
Da die Glykogenumwandlung in der Hefe ein ganz auffallend 
schnell verlaufender Reaktionskomplex ist, so mu bei der 
Probenahme grofie Sorgfalt darauf verwendet werden, da die 
Hefe wirklich in dem Zustand zur Analyse kommt, welcher 
dem gewiinschten Zeitpunkt entspricht. Wir haben nach einigen 
miflungenen Versuchen, die Hefe mit Salz aus der giirenden 
Losung auszufallen, die Zellen durch Zusatz von Alkohol aus 
der girenden Fliissigkeit ausgeschieden, was ein schnelles 
Arbeiten gestattet und gleichmaéfige Resultate ergeben hat. 

Anfanglich haben wir die Hefe vor der Glykogenbestim- 
mung plasmolysiert und zwar mit Glycerin, um einer voll- 
standigen Gewinnung des Glykogens sicher zu sein. Indessen 
haben wir bei dieser Methodik so auffallende Ergebnisse er- 
halten, besonders stets einen viel kleineren Glykogengehalt 
als aus den intakteren Zellen, daB wir bald diese Arbeitsweise 
verlassen haben, umsomehr, als sich gezeigt hat, dafi auch 
aus den unverletzten Zellen das Glykogen sehr vollstindig 
ausgezogen werden kann. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, LXXXIX. 24 
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Die Bestimmung der reduzierenden Substanzen geschah 
in der Weise, dafi die Hefe direkt in kochendes Wasser ein- 
gefiihrt wurde, worauf unter Zusatz eines gleichen Volumens 
Eiswassers sofort abgektihlt wurde. Hierauf wurde abgegossen 
und die Extraktion mit Wasser von 30° noch einmal ausgefiihrt. 
Eine dritte Extraktion zeigte, dai alle léslichen reduzierenden 
Stoffe entfernt worden waren. 

Wir geben nun zuniichst unsere Resultate in bezug auf 
den Glykogengehalt der Hefe an, und zwar eine dltere Ver- 
suchsreihe. Die Hefe girte in einer 10°/oigen Glukoselésung. 


Tabelle 1. 














Garungszeit , , ‘ 
oe ccm verbrauchte Fehlingsche Lésung — g Glykogen 





Minuten 
0 | 43,2 0,253 
30 | 39,6 0,232 
60 | 37,3 0,209 
9) | 35,1 0,200 
120 | 35,3 0,207 
180 | 381 0,220 


Die Beziehung zu der Kohlensaureentwicklung, der Dre- 
hungsiinderung und der Reduktionsiinderung geht aus folgenden 
Versuchen hervor: 











Tabelle 2. 
_ Garungs- | Entwickelte Drehungs- | Reduktions- | Glykogen 
Versuch = zeit CO, _dnderung | dnderung aus Glukose 
in Stunden in °%o ; in %o | in %/o | in %o 
| | { 

1 0.5 19 | 14 | 13 | 28 
| 2 36 58 54 | 
2 | 0,5 12 20,2 17 | 30 
2 1,0 19 28 | 25 | 22 
2 2,0 25 42 36 20 


Kinige weitere Versuche fiihren wir tiber den Zusammen- 
hang zwischen Reduktionsriickgang und Drehungsriickgang an 
(Versuche von B. Gustafson). 
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Tabelle 3. 















Garungs- Entwickelte | Drehungs- Reduktions- 
zeit Kohlensaure ainderung anderung 

in Minuten in %o in °/o in %o 
180 81 | 18,4 17,9 
240 10,2 | 21,9 17,0 
360 20) | 42.1 33,3 


Die Berechnung der prozentischen RKeduktionsiinderung 
wird dadurch erschwert, daB die Kohlenhydratphosphorsiure- 
ester bei der relativ leicht erfolgenden Spaltung stark redu- 
zierende Stoffe liefern. 

Zu betonen ist immerhin, da, obwohl Glykogen ver- 
braucht wird, die prozentische Reduktionsinderung kleiner ist 
als die Drehungsainderung. Diese Tatsache, welche als An- 
zeichen fiir das Auftreten optisch aktiver Zwischenprodukte 
gedeutet werden kénnte, wird naéher untersucht. 

Man kann nun zuerst eine Berechnung dariber anstellen, 
welcher Menge Glukose das verschwundene Glykogen entspricht. 
Verbraucht wurden bei unseren Versuchen durchschnittlich von 
1 g Hefe (berechnet als Trockenhefe) 0,08 g Glykogen. Es 
wurden also etwa 0,09 g Glukose aus der Lisung entfernt. Dies 
entspricht einem Mehrverbrauch an Glukose von rund 1°/o. 

Der Umstand, daB die Differenz A—C durchaus nicht mit 
der Menge der angewandten Hefe proportional ist, vielmehr 
beinahe davon unabhangig, zeigt deutlich, dai keineswegs diese 
ganze Differenz auf Rechnung der Glykogenbildung zu setzen ist. 


Tabelle 4. 











| . j 
_ Angewandte | Entwickelte | Drehungs- 
Minuten | Hefenmenge | Kohlenséiure | anderung A—C 
| per | | in °/o | in %o 
12000 20 | 16 29 | = 13 
250 10 | 174 | 274 10 
60 MW) | 15,2 27,3 | 12,1 


Falls Glykogen als Zwischenprodukt bei der Giérung auf- 
tritt, so ist es jedenfalls nicht dasjenige Zwischenprodukt, 
welches die Differenz A—C. verursacht. 


24* 
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SchlieBlich sei auch noch auf die Tatsache aufmerksam 
gemacht, daf} etwa die gleichen Verhdltnisse, nur mit geringen 
quantitativen Abweichungen auftreten, wenn statt Glukose Fruk- 
tose und Mannose verwendet wird. Dieser Befund scheint mir 
deswegen interessant, weil er zeigt, dah, wenn die Vergiarung 
liber das Glykogen als Zwischenprodukt verliuft, eine sehr 
schnelle Isomerisation der Hexosen eintritt. 

Tabelle 5. 
1 g Hefe in 20 ccm 10°jiger Zuckerlésung. 














| | Entwickelte | Drehungs- 
Minuten Zucker | Kohlensdure | anderung | A—C 
| | in %o | in °o | 
120 | Fruktose | 28.2 | 36,3 | 8,1 
175 | 373 | 472 ~«'| 99 
90 Mannose | 19,5 | 30,5 | 11,0 


Wie bereits betont, haben wir uns tiber die Art des 
Produktes, welches die Differenz A—C veranlaft, niemals aus- 
gesprochen, auch nicht dariiber, ob dieses Produkt selbst eine 
Drehung besitzt. «Fiir den Fall» — schrieben wir in dieser 
Zeitschrift, Bd. 76, S. 353 — «dah diese Differenz nur durch 
die Bildung eines inaktiven Produktes bei der Girung veran- 
laBt ist, wiirde also in obiger Figur die Ordinate die prozen- 
tische Menge verschwundenen Traubenzuckers, die Abszisse 
die prozentische Menge des gebildeten inaktiven Produktes dar- 
stellen. Fiir eine solche Annahme liegen aber bis jetzt nicht 
geniigend Anhaltspunkte vor. » 

Aus dem zeitlichen Verlauf der Glykogenbildung kann 
einstweilen noch kein sicherer Schlufi auf die Rolle des Gly- 
kogens als Zwischenprodukt der Girung gezogen werden. “Die 
Differenz A-—C kann nicht vom Glykogen herrihren. 

Meinen Mitarbeitern bei diesen Versuchen, Dr. A. Fodor, 
Mag. B. Gustafson u. Th. Berggren, danke ich fiir ihre Unter- 
stutzung. 

Anm. b. d. Korrektur: Nach Drucklegung dieser Mitteilung konnte 
ich von den Arbeiten von Harden u. Young (Biochem. J., Dezemberheft) 
und Isaac (Diese Zeitschr., Bd. 89, S. 78) Kenntnis nehmen, und werde 
demniichst auf dieselbe zuriickkommen. 
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Eine Methode zur elektrolytischen Bestimmung von Quecksilber 
im Harn. 
Von 
Herman Palme. 


(Aus der chemischen Abteilung des pharmazeutischen Instituts Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Januar 1914.) 


Von den bisher beschriebenen Methoden zur Bestimmung 
von kleinen Quecksilbermengen in grofen Volumina des Unter- 
suchungsmaterials zeichnen sich die meisten weder durch Ein- 
fachheit noch Genauigkeit aus. Eine eingehende Kritik der 
iilteren Methoden ist von Schumacher und Jung!) gegeben 
worden. Diese Verfasser haben auch eine neue Methode zur 
kolorimetrischen Bestimmung des Quecksilbers ausgearbeitet, ?) 
und auBerdem ist von E. Janecke*) eine Methode beschrieben 
worden, bei welcher das Quecksilber, an einen Golddraht elektro- 
lytisch ausgeschieden, gewogen wird. Die beiden letztgenannten 
Methoden sind zwar ganz einfach, aber beide brauchen zur Kon- 
zentrationsfallung die Amalgamationsmethode. Wie es mehrere 
Verfasser gezeigt haben, bewirkt diese Methode keine quanti- 
tative Abscheidung des Quecksilbers. Viel giinstiger gestaltet 
sich die Fallung durch Schwefelwasserstoff nach Zusatz von 
Kupfersulfat, welche Methode von P. E. Raaschou*) verwendet 
worden ist. Dieser Verfasser bestimmt sodann die Quecksilber- 
menge durch mikroskopische Messung der in eigenartiger Weise 
dargestellten Quecksilberkugeln. 

Bei der von mir erprobten Methode wird das wie oben 
erhaltene Gemenge aus Kupfer- und Quecksilbersulfid nach dem 
Auswaschen in verdiinnter Schwefelséure durch Zusatz von 





") Z. anal. Ch., Bd. 41, S. 462. 
*) Z. anal. Ch., Bd. 41, S. 482. 
8) Z. anal. Ch., Bd. 43, S. 547. 
*) Z. anal. Ch., Bd. 49, S. 172. 
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Brom oder Bromwasser geldést, und nach der Entfernung des 
iiberschiissigen Broms wird sowohl Kupfer als Quecksilber elektro- 
lytisch an eine Platinkathode abgeschieden und gewogen. Das 
Quecksilber wird sodann durch Erhitzen im Kohlendioxydstrom 
entfernt. Die Gewichtsdifferenz gibt die Menge des Queck- 
silbers an. 

Bei der Bestimmung von Quecksilber im Harn ist es be- 
kanntlich notig, die organische Substanz in irgend einer Weise 
zu zerstOren. Gewohnlich wird dies durch Kaliumchlorat und 
Salzsiiure bewirkt; ich ziehe jedoch die Anwendung von Schwefel- 
siure und Kaliumpermanganat vor. Zu diesem Zweck wird 
je 1 Liter Harn mit 50—75 g konzentrierter Schwefelsiure ver- 
setzt und beinahe bis zum Sieden erhitzt, wonach in kleinen 
Portionen gepulvertes Kaliumpermanganat zugesetzt wird, bis 
dessen Farbe sofort nicht verschwindet. Anfangs reduziert sich 
das ausgeschiedene Mangansuperoxydhydrat zu Manganosulfat, 
aber nach einiger Zeit ist es nicht mehr méglich, es in LOsung 
zu bringen. Das nicht geléste Mangansuperoxydhydrat wird in 
der Weise entfernt, daB man der sauren Fliissigkeit Oxalsdure 
oder besser Wasserstoffsuperoxyd zusetzt, das gelegentlich als 
15°/oige Loésung verwendet wird. Etwa tiberschiissiges Wasser- 
stoffsuperoxyd wird durch Erhitzen zerstért und verdampftes 
Wasser ersetzt. Danach wird 0,1—0,2 g Kupfersulfat, das in 
Wasser gelost ist, zugesetzt, und nach dem Erkalten leitet man 
durch die klare Fliissigkeit wihrend wenigstens 40 Minuten 
Schwefelwasserstoff. Den Niederschlag lift man etwas absetzen 
und filtriert durch ein kleines Papierfilter oder am besten durch 
ein kleines Asbestfilter, wobei sich ein gewOhnlicher Goochscher 
Tiegel gut verwenden laBt. Sodann wird der Niederschlag mit 
schwefelwasserstoffhaltigem Wasser ausgewaschen und nebst 
dem Filter mit einigen Kubikzentimetern verdiinnter Schwefel- 
siiure und ca. 5 cem gesittigtem Bromwasser in einer Porzellan- 
schale unter gelindem Erwirmen behandelt, bis die schwarze 
Farbe des Sulfidniederschlages vollig verschwunden ist. Wenn 
die zugesetzte Bromwassermenge ungeniigend ist, muf mehr 
davon, oder notigenfalls einige Tropfen Brom zugesetzt werden. 
Die Lésung wird danach filtriert, der in der Schale befindliche 
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Asbest oder die Filterreste mit einem Glasstabe ausgeprebt 
und mehrmals mit kleinen Mengen verdiinnter Schwefelsiiure 
ausgewaschen. Aus der bromhaltigen Fliissigkeit kann das 
Brom mittels Durchleitens von Kohlendioxyd entfernt werden. 

Die Loésung, deren Volumen nach den Umstiinden, ins- 
besondere nach der Menge der verwendeten Waschfliissigkeit, 
verschieden sein kann, wird sodann in einer gentigend grofen, 
am besten mattierten Platinschale elektrolysiert. Die Strom- 
dichte betragt ca. 0,1 Amp. pro Quadratdezimeter, und die 
Elektrolyse wird tiber Nacht ausgefiihrt. Dabei wird das Kupfer 
als zusammenhiangende Schicht ausgefiillt, und anwesendes 
(uecksilber damit amalgamiert. Nach beendeter Elektrolyse 
wird die Schale mit dem Amalgam zuerst mit Wasser gewaschen 
und schlieBlich mit Alkohol und Ather getrocknet. Nach einigem 
Aufbewahren im Exsikkator, der mit Kalihydrat beschickt ist, 
wird die Schale mit dem Amalgam gewogen. 

Danach wird die Schale mit einem durchlécherten Deckel 
aus Porzellan oder besser aus Platin oder Nickel bedeckt. 
Genau wie beim Gebrauche des Roseschen Tiegeis wird ein 
kraftiger, trockener Kohlendioxydstrom hineingeblasen, und die 
Schale wihrend einiger Minuten erhitzt, jedoch nur eben bis 
zur schwachen Rotglut. Man laé®t im Kohlendioxydstrom er- 
kalten und wiegt nochmals. Der Gewichtverlust gibt direkt 
die Quecksilbermenge an. 

Anstatt einer Platinschale kann man eine aus Platinblech 
oder Platindrahtnetz angefertigte Kathode benutzen, wobei die 
Elektrolyse in einem GlasgefiiBbe ausgefiihrt werden kann. Der 
Kathode gibt man dabei eine solche Form, z. B. die eines 
Zylindermantels, daf sie in ein Glasrohr hineingeschoben werden 
kann, in welchem sie beim Durchleiten von Kohlendioxyd er- 
hitzt wird. Wenn man das Glasrohr am einen Ende kapillir 
auszieht, kann man die Quecksilberkugeln dorthin tbertreiben 
und sie nach dem Abschneiden der Kapillare unter dem Mikro- 
skop nachweisen oder eventuell in Quecksilberjodid in tiblicher 
Weise tberfiihren. 

Bei den ausgefiihrten Versuchen habe ich einem Liter 
Harn eine bekannte Menge Quecksilber teils in anorganischer, 
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teils in organischer Bindung zugesetzt und sodann wie oben 
verfahren. Dabei ergaben sich folgende Werte, die als Belege 


angefiihrt werden. 
nn 








| | 
eae | Verbindung | peg 
1. 0,8 | Anorganisch | 0,6 
2. 1,5 | : | 1,6 
3. 3,7 | > 3,7 
A 11,3 | ‘ 11,1 
d, | 0,6 | Organisch 0,5 
6. | 1,1 | > 0,9 
. 3 3,6 | 3,6 
8. | 20,0 | , 19,7 


Auferdem sind viele Sekrete von Hunden und Kaninchen 
nach dieser Methode untersucht worden. Diese Versuche sind 
von Herrn Professor J. Almkvist an dem hiesigen Karolinschen 
Institut angestellt worden, um die Abscheidungsweise des Queck- 
silbers zu erforschen. Die chemischen Untersuchungen sind von 
mir ausgefiihrt, und hat sich dabei die Methode als zuverlassig 
und leicht ausfiihrbar bewdhrt. 


Stockholm, im Dezember 1913. 





























Vergleichende Studien dber den Gehalt verschiedenartiger 
Nervensubstanz an Aschenbestandteilen. ') 
Von 
Arthur Weil. 


(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Januar 1914.) 


Wenn man die bis jetzt erschienenen Untersuchungen 
iiber die Aschenbestandteile des Gehirns — tiber die peripheren 
Leitungsbahnen fehlen ausfihrlichere Angaben — iiberblickt, so 
fallt sogleich die grofbe Differenz zwischen den Angaben der 
einzelnen Autoren auf.?) Eine Erklaérung fiir diese Unterschiede 
der Analysenresultate, die wohl kaum durch eine mangelhafte 
Methodik entstanden sind, geben meine unten verdffentlichten 
Analysen der grauen und weifen Substanz: Simtliche Autoren, 
mit Ausnahme von Koch und Thudichum, untersuchten die 
gesamte Hirnsubstanz, ohne in Grau und Weif zu trennen; 
sie beriicksichtigten nicht, daf beide eine verschiedene Zu- 
sammensetzung haben, und deshalb erhielten sie bei der nicht 
einheitlichen Probeentnahme stets wechselnde prozentuale Ver- 
haltnisse von Grau zu Weif in den einzelnen Proben und 
damit verschiedene Analysenresultate. — Eine weitere Fehler- 
quelle liegt in der Art der Berechnung; meistens wurden die 
gewonnenen absoluten Zahlen nur auf die wasserfreie Gehirn- 
substanz bezogen: man erhielt dadurch, ebenso wie bei der 
einseitigen Umrechnung auf das lebendfrische Organ ein falsches 
Bild von der prozentualen Zusammensetzung; erst durch die 
Kombination beider und durch den Vergleich mit dem Prozent- 
gehalt der Asche an den einzelnen Bestandteilen gewinnt man 
eine Vorstellung von den Beziehungen zwischen Zentralorgan 
und Leitungsbahnen. 

Als erster verdffentlichte Geoghegan) vier Aschen- 
analysen von alkoholextrahierten menschlichen Gehirnen, welche 





') Preisarbeit der medizinischen Fakultaét der Universitat Halle a. S. 
Eingereicht am 8. VIII. 1913; am 27. I. 1914 mit dem Preis ausgezeichnet. 

*) Vgl. A. Weil, Die Chemie des Gehirns, Zeitschrift fiir die 
ges. Neurol. u. Psychiatrie, Abt. Refer., Bd. 7, S. 1, 1913. 

5) E.G. Geoghegan, Uber die anorganischen Gehirnsalze nebst einer 
Bestimmung des Nucleins, Diese Zeitschrift, Bd. 1, S. 330, 1877/78. 
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absolut unbrauchbar sind. Die ftir die Oxyde angegebenen 
Werle wurden von mir auf die Elemente umgerechnet, und 
ich erhielt so die folgende Tabelle: 

Tabelle I. 


1000 g frische Substanz enthalten nach Geoghegan: 


Ca... 0,005 0,020 0,014 0,020 
Mg... 0,016 0,068 0,060 0,072 
Po... 0,457 0,313 0,658 0,455 
S ... 0,076 0,034 0,045 0,044 
a... 0,43 1,32 1,06 
Na... 1,00 0,45 1,11 0,78 
K ... 1,63 0,58 1,77 1,52 
Fe . . . 0,0024 0,022 0,022 0,0073 


Die iibrigen in der Literatur zerstreuten Werte stelle ich 
in zwei weiteren Tabellen zusammen. 
Tabelle II. 


100 g frische Substanz enthalten g Asche: 
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') KE. Abderhalden und A. Weil, Vergleichende Untersuchungen 
iiber den Gehalt der verschiedenen Bestandteile des Nervensystems an 
Aminosiuren, I. Mitteilung, Diese Zeitschrift, Bd. 81, S. 207, 1912. 

*) Dieselben, II. Mitteilung, Diese Zeitschrift, Bd. 83, S. 425, 1913. 

’) E. G. Geoghegan, Uber die anorganischen Gehirnsalze nebst 
einer Bestimmung des Nucleins, Diese Zeitschrift, Bd. 1, 5. 330, 1877/78. 

‘) J. Forster, Versuch iiber die Aschebestandteile der Nahrung, 
Zeitschrift f. Biologie, Bd. 9, S. 363, 1873. 

5) N. Masuda, Beitrag zur Analyse des Gehirns, Biochem. Zeit- 
schrift, Bd. 25, S. 161, 1910. 

‘) D. Petrowsky, Zusammensetzung der grauen und weifen Sub- 
stanz des Gehirns, Arch. f. d. ges. Physiol., Bd. 7, S. 367, 1873. 

’) J. L. W. Thudichum, Die chemische Konstitution des Gehirns 
des Menschen und der Tiere, Tiibingen 1901. 

8) Nach Vierordt, Anatomische, physiologische und physikalische 
Daten und Tabellen, Jena 1888. 

*) Nach Extraktion mit Ather und Salzsiure. 
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Tabelle III. 


1000 g frische Substanz enthalten: 
LTCC D I SEP a - _o 


Beobachter K Na Ca | Mg| Fe! P S§ |@i 














v. Bibra’)... ..| —| =| —| =| — (8,47 ee fe 
Forster?) .....!—|—]|—! —(007 (2,6 ee 
Koch’). .....++|—/|— — a | 4 ieee — lee Wars 
Kutanin‘) .....) —|—{—/—)| — |3048) — | —| 
Langlois u. Richet®)) —| —| —| —| — | — — |1.39) 
Magnus-Levy") . .| — 0,85)0,110,230,08 | —  — (1,30 
Maseda% «6... .| | ool ee] ] ee 1S a | 
Nencki§’). .....) —) —~|—/|—}; — / — — 1,41) 
Novi). .... . . |3,93/0,90) —| —| — | — | — {1,28 
Schulz ...../—)/—/—/|—/]— | — /1,2 | 
Simon")... ... —| —| —| —| — |8,64§) — | —|§Kalber- 
Thudichum') . . . 0,600,882) —|;—  —  — — | —| gehirn 
Wahigren*)....|—|—|—|/—/— | — | — [1,40] 
ee. ee ee er ee 
Durchschnitt. . . . . —/0,86/0,110,23.0,0782,9 1,29 1,36) 








1) vy. Bibra, Uber das Gehirn, Annal. d. Chemie, Neue Reihe, 
Bd. 9, S. 201, 1853. 

*) J. Forster, Versuch tiber die Aschebestandteile der Nahrung, 
Zeitschrift f. Biolog., Bd. 9, S. 363, 1873. 

8) W. Koch, Zur Kenntnis der Schwefelverbindungen des Nerven- 
systems, Diese Zeitschr., Bd. 53, S. 496, 1907 u. Bd. 70, S. 94, 1910. 

*) M. Kutanin, Beitrage zur Kenntnis der chemischen Zusammen- 
setzung des Gehirns bei verschiedenen Tieren, Dissertation, Berlin 1910. 

°) Langlois u. Richet, Chlorgehalt der Organe, Journ. de Physiol. 
e! de Pathol. génér., 1900, S. 471. 

6) A. Magnus-Levy, Uber den Gehalt normaler menschlicher 
Organe an Chlor, Calcium, Magnesium und Eisen, sowie an Wasser, Ei- 
weil} und Fett, Biochem. Zeitschr., Bd. 24, 5. 363, 1910. 

7) N. Masuda, Beitrag zur Analyse des Gehirns, insbesondere tiber 
den Cholesterin und Fettsaiuregehalt, Biochem. Zeitschr., Bd. 25, S. 161, 1910. 

8) M. Nencki u. E. 0. Schoumow-Simanowsky, Studien iiber 
das Chlor und die Halogene im Tierkérper, Arch. f. exp. Pathol. u. Phar- 
makol., Bd. 34, S. 313, 1894. 

*) J. Novi, Einflu§ des Chlornatriums auf die chemische Zusammen- 
setzung des Gehirns, Arch. f. die ges. Physiol., Bd. 48, S. 320, 1891. 

10) H. Schultz, Uber den Schwefelgehalt menschlicher und tierischer 
Gewebe, Arch. f. die ges. Physiol., Bd. 54, S. 561, 1895. 

11) Fr. Simon, Zur Kenntnis der Autolyse des Gehirns, Diese Zeit- 
schrift, Bd. 72, S. 463, 1911. 

2) J. L. W. Thudichum, Die chemische Konstitution des Gehirns 
des Menschen und der Tiere, Titbingen 1901. 

8) V. Wahlgren, Uber die Bedeutung der Gewebe als Chlordepots, 
Arch. f. exper. Pathol. u. Pharmak., Bd. 61, S. 97, 1909. 

14) St. Zaleski, Das Eisen der Organe bei Morbus maculosus 
Werlhoffii, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharmakol., Bd. 23, S. 80, 1881. 
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Bei meinen eigenen Untersuchungen interessierte mich 
zunichst die Frage: Wie unterscheiden sich Zentral- 
organ und Leitungsbahnen in bezug auf ihre anorga- 
nischen Bestandteile? Gleichzeitig aber suchte ich die Be- 
ziehungen zwischen dem Nervensystem des Menschen und der 
hoher organisierten Tiere festzustellen. Zu diesen vergleichenden 
Untersuchungen wiahlte ich die nervésen Organe von Rindern, 
weil sich die meisten der bisher ver6ffentlichten Arbeiten tiber 
die Chemie des Gehirns mit diesen beschaftigen, und weil ich 
mir das nétige Material stets lebensfrisch am hiesigen Schlacht- 
hof von gesunden Tieren besorgen konnte. Schwieriger war es, 
einwandfreie menschliche Organe zu erhalten; ich gelangte aber 
durch das liebenswiirdige Entgegenkommen der pathologischen 
Institute der Universitit Halle und des Krankenhauses Magdeburg- 
Sudenburg in den Besitz von vier Gehirnen, die bei der Sektion 
keine pathologischen Verdanderungen gezeigt hatten; es handelte 
sich in allen vier Fiillen um Organe erwachsener minnlicher Indi- 
viduen, von denen drei an akuten Infektionskrankheiten zugrunde 
gingen (II und III der Tabellen an Pneumonie, IV an Typhus 
abdominalis) und einer (I) durch einen Ungliicksfall ad exitum 
kam; das menschliche Riickenmark und die peripheren Nerven 
stammen von zwei Fillen von Peritonitis. 

Auf Grund eingehender Analysen siimtlicher anorganischen 
Bestandteile der Rinde und weifen Substanz des Gehirns, des 
gesainten Kleinhirns, sowie des Riickenmarks vom Menschen und 
Rinde gewann ich folgende Tabellen, welche Durchschnitts- 
zahlen der im experimentellen Teil ausfiihrlich wiedergegebenen 
Analysenwerte sind. (Siehe folgende Tabellen.) 

Ich habe schon in der Art der Zusammenstellung der 
einzelnen Elemente die wichtigsten Ergebnisse meiner Unter- 
suchungen zum Ausdruck gebracht: Man muff die anorga- 
nischen Bestandteile der Nervensubstanz in zwei 
Gruppen teilen; auf der einen Seite Calcium, Mag- 
nesium, Phosphor, Schwefel und Chlor; auf der 
anderen Seite Natrium, Kalium und Eisen. Die lebend- 
frischen Organe: Grau und Kleinhirn — Weife Substanz des 
Gehirns und Riickenmarks enthalten die Elemente der ersten 
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Tabelle IV. 


1000 g lebendfrische Substanz enthalten: 













































































Mensch Rind 
Gehirn | Riicken- Gehirn Riicken- 
Grau | Weib | mark Grau | — | Weis mark 
1. Ca 0,104 0,103) 0,142] 0,179] 0,132 0,128) 0,163! 0,321 
2. Me 0,196; 0,203 | 0,260, 0,380] 0,230 0,227) 0,411) 0,483 
3. P. 239 258 | 4,21 | 548 | 2.54 | 2,83 | 433 | 5,17 
4. 8. 0,56 | 0,61 | 0,92 | 0,85 | 059 | 0,60 | 0,98 | 1,04 
5. Cl. 1,13 | 1,08 | 1,51 | 1,52 | 1,23 | 1.41 | 1,76 | 1,30 
Sa, von 1—5 | 4,380 4,576 7,042 8,409] 4,722 5,195 7,644 8.314 
6. Na 203 | 220 | 225 | 201 1105 1,18 | 1,44 | 1,34 
7.K 3,45 | 349 | 3,38 | 361 | 3,40 | 3,05 | 2,50 | 2,61 
8 Fe . . . | 0,068) 0,050) 0,064) 0,055] 0,048) 0,057) 0,074) 0,051 
Sa. von 6—8 | 5,538 5,740, 5,694, 5,675] 4.498 | 4.287, 4,014 4,001 
Gesamtasche | 9,918 10,316 |12,736 | 14.084] 9,220 9,482 11,658 |12,315 
| | 1 
Wasser 833 815 | 702 | 644 | 820 | 800 | 712 | 631 
Stickstoff . 16,5 | 17,2 | 17,1 | 15,9 | 161 | 158 | 169 | 14,7 
Tabelle V. 
1000 g wasserfreie Trockensubstanz enthalten: 
Mensch Rind 
Gehirn Riicken- Gehirn Riicken- 
Grau | eng | Weil mark Grau | — | Weib | mark 
1. Ca 0,62 | 0,56 | 0,48 | 0,270] 0,73 0,64) 057 087 
2. Mg 1,17 | 141 | 087) 148] 1,28) 114) 142) 1,31 
3. P. 14,30 13,95 14,12 | 214 [14,1 | 14,2 | 15,1 | 14,0 
4. S. 3,35 | 3,30) 3,08 | 332] 328) 300) 341) 2,82 
5. Cl 6,76 5,85 | 5,07 | 594] 682) 7,05 6,12) 3,52 
Sa. von 1—5 | 26,20 24,77 23,62 | 32,88 ]2621 26,03 | 26,62 | 22,52 
6. Na 12,16 11,89 | 7,52 7,85] 585 590 5,00) 3,64 
7% 20,65 | 18,85 |11,35 | 14,10 ]18,9 | 15,3 | 8,70 | 7,10 
8. Fe 0,35 0,27 | 055) 0,22 1 027 029) 020; 014 
Sa. von 6—8 |33,16 31,01 | 19,42 | 22.17 | 25.02 21,49 | 13,90 | 10,88 
Gesamtasche | 59,36 | 55,78 | 43,14 | 55,05 151,23 47,52 | 40,52 | 33,40 
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Tabelle VI. —- Zusammensetzung der Asche. 


100 g Gesamtasche enthalten: ') 

















Mensch Rind 
Gehirn iia! Gehirn ee oe 
Klein- aa 'Klein- | | 
Grau | j.., | Wei | mark | Grau | an | Weih | mark 
1.Ca..] 10] 10] 11] 13 | 14] 13! 14! 26 
2. Mg 19| 21; 20/ 27 25) 24 35!) 39 
3.P.. «| 241 250 328] 390 | 275 299 373] 419 
4s...] 56/ 59! 71 | 60 | 64! 63: 84! 86 
5 Cl.. .| 114) 105 118! 108 | 133) 149! 152! 105 
6.Na ..| 208) 212 176! 142 | 114! 124) 123) 109 
7K. ..| 368 33,7 263! 25,6 | 370! 322) a4) ate 
s.Fe ..| 06] 06! 13| 04 | 05] 06! o5| of 


Gruppe in verschiedenen Mengen, dagegen gleiche Mengen der 
zweiten Gruppe. Berechnet man dagegen auf die wasser- 
freie Substanz, so ergibt sich, daB Zentralorgan und Nerven- 
fasern gleiche Mengen der ersten und verschiedene Mengen 
der zweiten Gruppe enthalten. — Oder mit mit anderen Worten: 
Zentralorgan und Leitungsbahnen enthalten absolut 
gleiche Mengen von Ca, Mg, P, 5, Cl; die Differenz 
in der elementaren anorganischen Zusammensetzung 
beider beruht nur auf dem verschiedenen Wasserge- 
halt, ist also nur eine Verschiedenheit der Konzen- 
tration. Na, K, Fe dagegen sind in beiden in gleicher 
Konzentration, aber in verschiedenen absoluten 
Mengenverhiltnissen vorhanden, ebenso wie die ein- 
zelnen Aminosi&uren oder wie der gesamte Stickstoff, 
wie ich vor kurzem zusammen mit Abderhalden?) 
zeigen konnte. 

Als zweites bemerkenswertes Resultat ergibt sich aus 
meinen obigen Tabellen IV—VI die Ahnlichkeit zwischen 


‘) Die Summe aller anorganischen Bestandteile, 1—8 der Tabellen IV 


und V, gleich 100 gesetzt. 
*) E. Abderhalden und A. Weil, 1. c. 
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der Asche des Menschen- und Rindergehirns und 
zwischen der weifen Substanz des Riickenmarks 
beider; die entsprechenden Nervensubstanzen ent- 
halten dieselben anorganischen Bestandteile, mit 
Ausnahme des Natriums, in denselben Mengenver- 
haltnissen. Hieraus, sowie aus dem gleichen Stickstoffgehalt 
und aus der Ahnlichkeit im Gehalt an extrahierbaren Stoffen, 
die von Linnert!) nachgewiesen wurde, schliefen zu wollen, 
daB die chemische Zusammensetzung beider gleich sei, und 
daB die psychischen Differenzen durch die quantitativen Unter- 
schiede im Verhiiltnis der Rinde, die beim menschlichen Ge- 
hirn bedeutend stiirker entwickelt ist, zur weifen Substanz zu 
erkliiren seien, ist selbstverstiéndlich eine Utopie. 

Drittens zeigen die Zahlen der Tabellen eine deutliche 
Ubereinstimmung in der absoluten Zusammensetzung 
von Rinde und Kleinhirn; es mag dies wohl an der Art 
der Préparation liegen, da ich stets die Markfortsiatze kurz 
abschnitt und hauptsachlich den Kleinhirnmantel verarbeitete. 
Die Ahnlichkeit zwischen der weifen Substanz des 
GroBhirns und der des Riickenmarks ist nicht weiter 
auffallig, da ja beide Leitungsbahnen sind. 

Schlieflich noch einige Bemerkungen zu Tabelle VI: Wie 
sich beim Vergleich der Gesamtasche aus ‘Tabelle IV mit 
Tabelle II ergibt, sind die Werte hierfiir bis jetzt stets zu 
niedrig angegeben, und nur wenige entsprechen annidhernd 
der Wirklichkeit, wenn man noch dazu beriicksichtigt, dab ich 
stets die Analysen auf die reinen Elemente und nicht auf die 
bei der Veraschung entstehenden Verbindungen berechnet habe. 
Da man bei der trockenen Veraschung ohne Zusatz von Na- 
triumearbonat nie Verluste an P, S und Cl vollstiindig ver- 
meiden kann, habe ich tiberhaupt auf die Bestimmung der 
Gesamtasche verzichtet und habe nur das prozentuelle Ver- 
haltnis der einzelnen Verbindungen zueinander aus der Summe 
der Einzelbestimmungen berechnet. 


*) K. Linnert, Vergleichende chemische Gehirnuntersuchungen, 
Biochem. Zeitschr., Bd. 26, S. 44, 1910. 
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Experimenteller Teil. 


Eine absolute Trennung von grauer und weifer Substanz 
ist mit unseren heutigen Hilfsmitteln nicht gut méglich; man 
kann aber bei Verwendung gentigender Substanzmengen eine 
praktisch ausreichende Trennung schon dadurch erzielen, dah 
man nach dem Abziehen der Hirnhiute mit einem Skalpell- 
stiele vorsichtig die Rinde abschabt und die weife Substanz 
in schmalen, prismatischen Streifen herauspradpariert. Eine gute 
Kontrolle fiir die Reinheit ist die Bestimmung des Wasser- 
gehaltes (im Durchschnitt: Grau 84°/o, Weifb 70°/o). Da bei 
der sorgfiltigen praparativen Trennung eine vollstandige Aus- 
nlitzung des vorhandenen Materials nicht mdéglich war, erhielt 
ich von einem Gehirn meist vier bis fiinf Portionen zu 20 bis 
35 g: nachdem die frische Substanz zunachst gewogen, dann 
blutfrei gewaschen war, veraschte ich zwei bis drei dieser 
Portionen nach der Neumannschen Methode, den Rest trocken, 
bei der Bestimmung von S mit Zusatz von Na,CO,, und NaNO, 
bei der Analyse von Na und K ohne diesen. 

Calcium bestimmte ich nur als CaSO, durch Fallung mit 
Alkohol aus dem Séuregemisch nach den von Hanslian') ver- 
besserten Vorschriften Arons,*) da die anfangs zur Kontrolle 
ausgefiihrte Titration des Oxalats unzuverlassige und wechselnde 
Resultate gab. — Magnesium und Phosphor wurden als Am- 
moniummagnesiumphosphat gefallt und als Magnesiumpyro- 
phosphat gewogen. Schwefel bestimmte ich als BaSQ,. Eisen 
wurde titrimetrisch bestimmt, nach den Angaben Hanslians?) 
durch Ausfillen mit Zinkphosphat, Lésen des Niederschlages 
in Salzsiiure und Titration des aus KJ in Freiheit gesetzten 
Jods durch geeichte Natriumthiosulfatl6sung unter Zusatz’ von 
Stiirke a's Indikator; ich erhielt so etwas niedrigere Werte, als 
bis jetzt fiir Eisen, das als Phosphat gefillt und berechnet war, 
angegeben wurden (vgl. Tabelle III). Natrium und Kalium wog 
ich zuerst als Chlorid, nachdem alle iibrigen Aschebestandteile 
aus dem salzsauren Extrakt der trocken veraschten Substanz 


') R. Hanslian, Handbuch der biochem. Arbeitsmethoden, Bd. 7. 
*) H. Aron, Handbuch der biochem. Arbeitsmethoden, Bd. 1. 
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durch BaCl,, NH, und (NH,),COQ, gefallt waren. Durch wiederholtes 
Abrauchen mit konzentrierter Schwefelsiure wurden die Chloride 
in die Sulfate tibergefiihrt, als solche wiederum gewogen und das 
Verhaltnis von K und Na nach der Gleichung berechnet: Pro- 


33 


zentgehalt des Chloridgemisches an NaCl = 21554 7! 


3a 


— 2518,9 (g, Gewicht der Sulfate, g das der Chloride). !) 

Zur Bestimmung des Chlors bediente ich mich einer von 
mir konstruierten Vorrichtung, die aus einem Jenaer Kjeldahl- 
Kolben mit eingeschliffenem Aufsatz bestand: in den letzteren 
war ein diinnes Glasrohr mit Hahn eingeschmolzen, das bis 
etwa 5 cm vom Boden des Kolbens entfernt war, und ein zweites 
gebogenes kiirzeres von nur etwa 10cm. Dieses kiirzere war 
durch einen paraffinierten Gummischlauch mit einem zweiten 
gebogenen Glasrohr verbunden, das durch einen Gummistopfen 
in eine mit ®/10-Silbernitrat gefiillte Saugflasche tauchte; diese 
stand schlieSlich mit einer Wasserstrahlpumpe in Verbindung. 
Das zweite liingere Rohr wurde ebenfalls mit einer wie oben 
beschickten Saugflasche verbunden, um die angesaugte Luft 
salzsiiurefrei zu erhalten. Nachdem die Substanz und das Saure- 
gemisch in den abgekiihlten Kolben gefiillt waren, begann ich 
langsam zu erhitzen und die gebildeten Diimpfe abzusaugen; 
nach mehreren Stunden entfernte ich schlieflich die letzten 
Salzsiure- und Salpeterséiurediimpfe durch energisches Kochen. 
Die ®/10-AgNO.-L6sung wurde mit "/10-Rhodanammonium und 
Eisenalaun als Indikator zuriicktitriert. 

Die so erhaltenen Werte, deren Durchschnittszahlen die 
Tabellen IV und V enthalten, stelle ich in den folgenden Tabellen 
zusammen. Die hier mit angefiihrten Analysen peripherer Nerven 
vom Menschen habe ich oben nicht beriicksichtigt, da es schwer 
gelingt, die Nerven von alteren Leichen, im Gegensatz zu frischen 
Priparaten, frei von Bindegewebe zu erhalten, so daf die Re- 
sultate bei den kleinen Mengen, die mir zur Verfiigung standen, 
nicht eindeutig ausgelegt werden k6nnen. 


') F. W. Kiister, Logarithmische Rechentafeln fiir Chemiker, 
Leipzig 1911. Tabelle 10, S. 42. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXXIX. = 
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Tabelle VII. 
1000 g frische graue Substanz des Gehirns (Rinde) enthalten: 
Mensch Rind 
nN | Wl IV I II i] j 
Ca. 0,106 0,095 : 0,112 | 0,110 | 0,146 | 0,118 | 0,133 
Mg. 0,202 | 0,191 | 0.200; — 0,232 | 0,213 | 0,247 
p 06: | 242 | 247 | 214 | 255 | 62 | 2,47 
MER = | 0,59 | 0,52 | 061 | 067 | 054 | 0,56 | 
Cl 1,08 | 143 | 1,19 1,35 _ 1,11 | 
Na. 100 | = _ 2,98 | 0,76 | 1,33 ~ | | 
“oe 287 | — | — | 402 | 344 | 335 | — y 
Fe 0,061 | 0,059 | 0,053; — | 0,052 | 0,044 | — 
Te a See - | — |17,9 | 16,5 oo 1 om. 2 
HO 815 | — — | 84 | 831 | 825 815 
Tabelle VIII. 
1000 g frische weife Substanz des Gehirns enthalten: 
Mensch Rind ) 
no) mm | Ww I II lI 
Ca 0,146 | 0,138 | 0140 | 0,151 | 0,180 | 0,147 | 0,161 
Mg 0,390 | 0,225 | 0.211 | 0,216 | 0,386 | 0,435 | — 
p 425 | 427 | 408 | 412 | 499 | 449 4,27 
S 1,03 _ 0.91 0,83 1,02 — 0,95 
Cl 158 | 140 1,55 - 1,69 | 1,85 1,74 
Na 217 | — 233 | 1,25 | 1,63 _ 
kK. — | 386 | — 291 | 2,16 | 2,89 “se 
Fe 0,067 | 0.061 0,059 0,068 | 0,066 | 0,082 | — 
N. 17,1 |. — |180 - ie: — | 169 
HO — | 679 | 708 726 | 727 | 720 | 699 









































Studien verschiedenartiger Nervensubstanz an Aschenbestandteilen. 








Tabelle IX. 


1000 g frisches Kleinhirn enthalten: 


359 


——————————————————————————— 




















Mensch Rind 

I. Il. U1. L. | I. 
Ca 0,100 | 0,112 | 0,098 0,135 0,121 
Mg 0,140 0186 | 0,284 0,221 0,233 
ara 2.50 274 | 2,48 271 | 2,95 
S 40a % Ss 0,67 0,53 | 0,62 - | 0,72 
a 114 | 4. - 
Na. 1,92 - 2 48 118 | — 
Wek eg 3,26 — | 372 3,05 | wim 
a 0,046 | 0,053 on - | 0,057 

a ac om 16,4 17,9 i 15,8 
H,0 so9 | 6820 «| ll 794 | ~~ B43 

Tabelle X. 
1000 g frische Substanz enthalten: 
Mensch Rind 

Rickenmark Periphere Riickenmark 

IL | IL | Nerven I. | I. 
Ca...+- 0,162 | 0,196 | 0,198 0295 | 0,346 
Mg. .| 0320 | 0441 | — 0,457 | 0,508 
p 535 | 561 | 3,71 538 0 | 4,96 
I ti Fe 08 | — | — 093 | 4144 
Cl. 130 | 1,74 sil 134 | = 1,27 
Rie eis 201 | — -- 1,58 | 1,12 
re 3614 | — 3,95 2,31 2,94 
Fe . — | 0,055 0,054 a 0,061 

15,9 - 14,5 | 14,8 
H,O.. 625 | 644 | 658 635 | 627 














Zur Kenntnis der Cholsaure. 
IV. Mitteilung. 


Von 
Martin Schenck. 


(Aus dem pharmazeutisch-chemischen Institut der Universitat Marburg). 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Januar 1914.) 


Uber Oximumlagerung bei Cholsaureabkommlingen. 


Unter den Oxydationsprodukten der Cholsdéure bezw. der 
ihr nahestehenden anderen Gallensiuren (Choleinsaure, Desoxy- 
cholsiiure) finden sich bekanntlich verschiedene Verbindungen, 
welche Carbonyl-Sauerstoff enthalten und demgemaf8 mit Hydro- 
xylamin zu reagieren befahigt sind. Am meisten untersucht 
sind von diesen Verbindungen die bei der Oxydation der Chol- 
siure entstehenden Kérper: Dehydrocholséure, C,,H,,0,, und 
Biliansiiure, C,,H,,0,. Die Dehydrocholsdéure enthalt auber 
einer Carboxylgruppe drei Carbonylgruppen und liefert dem- 
entsprechend mit Hydroxylamin ein Trioxim. Von den drei 
Carbonylgruppen sollen zwei Aldehydgruppen, die dritte eine 
Ketongruppe sein; die letztere darf wohl als ringfoérmig ge- 
bunden angesehen werden, denn aus dem Molekii! der Dehy- 
drocholsiure wird selbst bei verhaltnismafig energischer Oxy- 
dation zunachst noch kein Kohlenstoff abgespalten, was zu 
erwarten wire, wenn die Ketongruppe in offener Kette sich 
befinde. Wie bereits in der vorigen Mitteilung ') betont wurde, 
sind aber vielleicht auch die beiden als Aldehydgruppen an- 
genommenen Carbonyle ringformig gebundene Ketongruppen. 
Die Biliansiiure, die bei weitergehender Oxydation der Chol- 
siure aus zunichst entstandener Dehydrocholséure gebildet 
wird, enthalt auBer drei Carboxylgruppen zwei allgemein als 


') Diese Zeitschrift, Bd. 87. S. 59 ff. 
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Ketongruppen angenommene Carbonyle und vermag aus diesem 
Grunde mit Hydroxylamin unter Bildung eines Dioxims in Reak- 
tion zu treten. Auch hier sind die Ketongruppen wahrscheinlich 
ringformig gebunden, denn auch die Bilianséure liefert bei 
ziemlich energischer Oxydation zunichst kein kohlenstoffirmeres 
Produkt (vgl. die vorige Mitteilung!) tiber die Formel der Cilian- 
siure, des Oxydationsproduktes der Biliansiure). 

Es lag nahe zu versuchen, wie sich die Oxime der ge- 
nannten Cholsiureabkémmlinge gegentiber solchen Reagenzien 
verhalten wiirden, welche die Beckmannsche Umlagerung 
bewirken. Wir wissen durch die Untersuchungen von Wallach,?) 
daB sich die Oxime gesattigter zyklischer Ketone glatt analog 
dem Beckmannschen Schema in Isoxime (Lactame) um- 
lagern lassen, die dann ihrerseits zu Aminoséuren aufgespalten 
werden kénnen. So geht z. B. Pentanonoxim tiber in a-Piperidon, 
daszud-Aminovaleriansiure aufgespalten werden kann(I.c.S.181): 


CH,—CH,. CH,— CH, —CO CH,—CH,—--COOH 

| Je : NOH ed | >» | 

CH,—CH, CH,-— CH, —NH CH,—CH,—NH, 
Pentanonoxim a-Piperidon d-Aminovaleriansdure. 


Ahnliche Umlagerungen waren bei den Oximen der er- 
wihnten Cholséurederivate zu erwarten — die Cholsiure diirfte 
ja zu den gesiattigten zyklischen Verbindungen zu ziihlen sein — 
und haben sich in der Tat beim Trioxim der Dehydrocholsiure 
und beim Dioxim der Biliansaéure realisieren lassen. Dariiber 
soll im folgenden berichtet werden. Ich beabsichtige, die er- 
haltenen Umlagerungsprodukte aufzuspalten und die hierbei 
eventuell entstehenden Aminosduren weiter abzubauen. Vielleicht 
gelingt es auf diese Weise, neue charakteristische Abbauprodukte 
der Cholsiure zu gewinnen. Die Aufspaltungsversuche werden 
voraussichtlich auch geeignet sein zur Entscheidung der Frage, 
ob die von mir gemachte Annahme, da alle drei Carbonyle 
der Dehydrocholséure Ketongruppen sind, zu Recht besteht. 
Die Zusammensetzung des unten beschriebenen Umlagerungs- 
produktes des Dehydrocholsduretrioxims scheint sehr fiir diese 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 59 ff. 
*) Ann. d. Chem., Bd. 312, S. 171. 
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Annahme zu sprechen. Auch sollen andere von der Cholséure 
bezw. Choleinséiure und Desoxycholsiéure sich ableitende Car- 
bonylsauren in den Bereich der Untersuchung gezogen werden. 


Umlagerung des Trioxims der Dehydrocholsiaure: 
Isotrioxim der Dehydrocholsaure. 


Das Trioxim der Dehydrocholséure wurde aus reiner Dehy- 
drocholsiiure nach den Angaben von Mylius') bereitet. Der 
Zersetzungspunkt lag bei 273 bis 274°; Mvlius gibt an, daf 
das Oxim sich jenseits 270° zersetzt. Die Analyse der Sub- 
stanz lieferte mit der Theorie tibereinstimmende Werte: 
0,1980 g: 0,4696 g CO, und 0,1519 g H,O; gef. 64,68°/o © und 8,58°/o H; 
0,1759 g: 14 ccm N bei 14° und 744,2 mm Hg; gef. 9,27°/o N 

Ber. fiir C,,H,,N,0;: 64,37°/o C, 8,33°/0o H und 9,41%o N. 

Zur Umlagerung des Oxims verwendete ich ebenso wie 
Wallach (1. c.) mit wenig Wasser verdiinnte reine Schwefel- 
siure und zwar wurden im Mefzylinder 20 ccm Wasser unter 
Abkthlen mit konzentrierter Schwefelsiure vermischt und die 
Mischung mit konzentrierter H,SO, auf 120 ccm aufgefiillt. Es 
diirfte diese Mischung etwa einer 90°/oigen Schwefelsdure ent- 
sprechen. Man darf nun aber die Lésung des Trioxims in 
dieser starken Schwefelsiure nicht — selbst nicht ganz kurze 
Zeit — zum Aufwallen erhitzen, wie es Wallach bei seinen 
Oximen tun durfte, es wiirde sonst eine tiefgreifende Zersetzung 
des Trioxims unter intensiver Schwarzung der Fliissigkeit ein- 
treten; man muf8 vielmehr Dampfbadtemperatur anwenden. 
Allerdings lat sich auch so eine gewisse Braunfirbung des 
Reaktionsgemisches nicht vermeiden, die indessen in der gleich 
zu erwihnenden Weise beseitigt werden kann. 

Die Umlagerung des Trioxims gestaltet sich also Sicilians 
magen: 1 g Dehydrocholsiure-Trioxim werden mit 12 ccm der 
starken Schwefelsdiure in einem kleinen Kélbchen 15—20 Mi- 
nuten lang auf dem Dampfbad erhitzt, die Substanz geht dabei 
alsbald in Lésung und die Lésung farbt sich etwas braunlich. 
Nach dem Abkiihlen wird die Fliissigkeit in wenig Wasser, das 


1) Ber., Bd. 19, S. 2007. 
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durch eingetragene Eisstiickchen gekiihlt ist, gegossen, und die 
so erzielte verdiinnte Lésung unter Eiskiihlung mit Natronlauge 
schwach alkalisch gemacht. Dann setzt man vorsichtig tropfen- 
weise verdiinnte Essigséure zu, wodurch zunichst briaunlich 
gefirbte Flocken ausgefallt werden. Von diesen Flocken wird 
abgesaugt und aus dem Filtrat durch weiteren vorsichtigen Zu- 
satz von Essigsiure das Reaktionsprodukt vollstindig ausgefiailt. 
Bei richtiger Arbeitsweise erhaélt man das letztere so in Form 
einer schneeweifen Masse. Diese wird abgesaugt und aus stark 
verdiinntem Alkohol (20 Teile Alkohol, 80 Teile Wasser) um- 
krystallisiert. Auch aus reinem Wasser, in welchem das Produkt 
sehr schwer ldslich ist, laBt es sich umkrystallisieren. Seine 
krystallinische Beschaffenheit ist unter dem Mikroskop zu er- 
kennen: es bildet Kugeln, die am Rande Spitzen und Zacken 
zeigen und dadurch ihre Entstehungsweise dokumentieren; mit- 
unter beobachtet man auch ganz deutlich sphirische Aggregate 
von Nadeln, manchmal auch isolierte Krystalle, die eigentiimlich 
zackig, wie zerhackt aussehen. Das Umlagerungsprodukt unter- 
scheidet sich sofort von dem in Alkohol sehr schwer léslichen 
Trioxim durch seine leichte Léslichkeit in Alkohol, ferner zer- 
setzt sich das Isotrioxim bei erheblich niedrigerer Temperatur 
als das Ausgangsmaterial, allerdings ist der Zersetzungspunkt 
der Iso-Verbindung wenig scharf, sie beginnt bei etwa 187° 
sich zu braunen und schéumt bei ca. 210° auf. Die Analyse 
der bei 100° getrockneten Substanz ergab, dal} tatséchlich eine 
Verbindung von der gleichen Zusammensetzung, wie sie das 
Trioxim aufweist, vorlag: 

0,1486 g: 0,3486 g CO, und 0,1098 g H,O; gef. 63,98°/o GC und 8,27%o Hl; 
0,2096 g: 17,6 ccm N bei 15,5° und 744 mm Hg: gef. 9,73°%o N: 
01529 g: 124 > » » 125° » 7544 >» » : » 963% » 

Ber. fiir C,,H,,N,O,. 64,37°/o C, 8,33°o H und 9,41°%o N, 


Sehr geeignet zur Unterscheidung des Isotrioxims von dem 
Trioxim ist das folgende charakteristische Verhalten der beiden 
Verbindungen. Beide K6érper lésen sich leicht in Salzsiure 
auf. Kocht man nun die salzsaure Lésung des Trioxims einige 
Zeit, so scheidet sich in Salzsiure sehr schwer loésliche Dehy- 
drocholsdure aus; es hat eben eine Abspaltung der Oximgruppen 
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unter Regenerierung der urspriinglichen Carbonylsaure statt- 
gefunden, eine Erscheinung, die bereits Mylius (1. c.) beobachtet 
hatte. Erhitzt man dagegen die salzsaure Losung des Isotrioxims 
unter den gleichen Bedingungen, so bleibt sie auch beim Ab- 
kiihlen vollstindig klar: es ist offenbar eine Aufspaltung 
des Isoxims eingetreten, aber das gebildete Produkt (Amino- 
siure) ist infolge der Anwesenheit der basischen Gruppen 
ebenso wie das Isoxim in Salzsiure léslich. 


['mlagerung des Dioxims der Biliansiiure: Isodioxim 
der Biliansiéure. 


Die Bereitung des Dioxims der Biliansiiure (Isonitrosobilian- 
siure) geschah nach der Vorschrift von Mylius,') nur bin ich 
insofern etwas von der Myliusschen Arbeitsweise abgewichen, 
als ich mehr Natronlauge genommen habe. Mylius gibt namlich 
an, dafi es beim Erwiirmen des Reaktionsgemisches (Bilianséure 
-+- Natronlauge -+- Hydroxylaminchlorhydrat) zu einer Ausschei- 
dung weiber Krystallblittchen, die ein saures Natriumsalz des 
Biliansiiuredioxims darstellen, kommt, und dah die Hauptmenge 
des gesuchten Dioxims aus dem Filtrat von dem sauren Natrium- 
salz durch vorsichtigen Zusatz verdiinnter Salzsiure nieder- 
geschlagen werden kann. Um die Ausscheidung des sauren 
Natriumsalzes zu vermeiden, habe ich die Menge der Natron- 
lauge so bemessen, da sie der Bilianséure und der Salzsaure 
des Hydroxylaminchlorhydrats fquivalent war. Unter diesen 
Bedingungen scheidet sich beim Erwirmen der Losung auf dem 
Dampfbade nichts aus und auch beim Abkiihlen bleibt die Flissig- 
keit vollstandig klar. Das Dioxim wurde dann durch vorsich- 
tigen Zusatz von Essigsiiure abgeschieden und aus verdiinntem 
Alkohol umkrystallisiert. Es zersetzte sich bei 266°, Pregl?) 
gibt an, daB sich die Isonitrosobiliansaéure bei 270° zu zersetzen 
beginnt. Eine Stickstoffbestimmung gab einen mit der Theorie 
iibereinstimmenden N-Wert : 

0,2062 g Subst.: 10,3 ccm N bei 8° und 747 mm Hg; gef. 5,97°%o N. 
Ber. fiir C,,H,,N,0,: 5,85°/o N. 


') Ber., Bd. 20, S. 1984. 
*) Monatsh. f. Chem., Bd. 24, S. 56. 
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Die Umlagerung des Dioxims geschah in ganz der gleichen 
Weise wie beim Dehydrocholsauretrioxim. 1g Dioxim wurde 
wieder mit 12 ccm der starken Schwefelsiéure in einem kleinen 
Kélbchen 15 Minuten lang auf dem Dampfbad erhitzt, die Sub- 
stanz ging dabei alsbald in Losung und die Lésung fiirbte sich 
nur ganz schwach briiunlich, sodaB auf diese Fiirbung keine 
Riicksicht genommen zu werden brauchte. Zur Isolierung des 
Bilianséureisodioxims muf man bei gréferer Konzentration der 
Losung arbeiten, als dies beim Dehydrocholsidureisotrioxim ge- 
schehen kann, weil aus verdiinnter LOsung das Isodioxim sich 
nur unvollstiéndig ausscheidet. Demgemé&b wurde das Reaktions- 
gemisch nach dem Erkalten auf Eis gegossen und die erzielte 
Losung unter Eiskihlung mit starker Natronlauge (von ca. 22 °/o) 
nach und nach versetzt; dabei kommt es voriibergehend zu 
einer Ausscheidung des Isodioxims, das aber bei gerade hin- 
reichendem Zusatz der Lauge wieder vollstindig in Lésung geht. 
Nun wurde vorsichtig tropfenweise verdiinnte (10°/oige) Schwefel- 
siure zugegeben und das Isodioxim so mdoglichst vollstiindig 
niedergeschlagen. Nach mebrstiindigem Stehen, wobei es zu 
einer reichlichen Ausscheidung von Natriumsulfat kommt, wurde 
abgesaugt und der auf dem Filter verbleibende Riickstand zu- 
nichst mit kaltem Wasser behandelt, um das Natriumsulfat zu 
beseitigen, und hierauf aus heifem Wasser umkrystallisiert. Ks 
resultiert das Isodioxim dabei in Gestalt von mikroskopisch 
kleinen, schOnen Nadeln, die meist sternfOrmig gruppiert er- 
scheinen; mitunter, bei langsamem Auskrystallisieren, beobachtet 
man unter dem Mikroskop etwas grofere Krystalle, die die Form 
von langgestreckten Rechtecken haben, die lingeren Seiten er- 
scheinen dabei schwach gewdolbt, sodaf die Breite des Krystalls 
von der Mitte nach den Enden zu etwas abnimmt. Das Isodioxim 
beginnt bei ca. 250° sich schwach zu briiunen und schiéiumt 
bei ca. 258° unter Zersetzung auf. Die Analyse des bei 100° 
getrockneten Koérpers ergab, dafi eine mit dem Ausgangs- 
material gleich zusammengesetzte Verbindung vorlag: 

0.1511 g Subst.: 0,3325 g CO, u. 0,1013 g H,O; gef. 60,02°/o C u. 7,50°%o H; 

0,1996 > » : 9,5 com N bei 14,5° und 747,1 mm Hg; gef. 5,56°o N; 

02053> >» :98 » » » 159 » 7471 >» >»; » 556% > 
Ber. fiir C,,H,,N,O,: 59,96°%o C, 7,55°/o H und 5,85°%o N. 
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Das Isodioxim ist in (96°/oigem) Alkohol ziemlich schwer 
ldslich, wenn auch offenbar etwas leichter als das Dioxim. 
Abgesehen von dem — allerdings nur etwa 10° — niedriger 
liegenden Zersetzungspunkt unterscheidet sich der Isok6rper 
von dem Dioxim wesentlich durch die Krystallform (das in 
Wasser sehr schwer losliche Biliansiéuredioxim bildet beim 
Umkrystallisieren aus Wasser unter dem Mikroskop zu er- 
kennende, ganz kleine, sechsseitige Tafelchen, die nicht die 
entfernteste Ahnlichkeit mit den eben beschriebenen Nadeln 
des Isodioxims besitzen). Am meisten geeignet zur Unter- 
scheidung der beiden isomeren Verbindungen ist aber wieder 
das Verhalten gegen siedende Séure. Beide Korper l6sen sich 
in kalter (etwa 25°/oiger) Salzséure auf; erhitzt man einige 
Zeit, so scheidet sich aus der L6sung des Dioxims, namentlich 
beim Erkalten, die schwer lésliche Biliansaéiure aus, die Losung 
des Isodioxims bleibt dagegen, auch beim Abkihlen, voll- 
stiindig klar. Die Griinde fiir dieses verschiedene Verhalten 
sind die gleichen, wie sie oben fiir Trioxim und I[sotrioxim 
der Dehydrocholséiure angegeben wurden. 

Bei der Beschaffung von Ausgangs-Rohmaterial bin ich 
von der Grafin Louise Bose-Stiftung in sehr dankenswerter 
Weise durch eine Geldbeihilfe unterstiitzt worden. 
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Uber Alkoholgarung. 
VI. Mitteilung. 
Das Wesen der Reduktion von Acetaldehyd durch lebende Hefe. 
Von 


S. Kostytschew. 


(Aus dem botanischen Laboratorium des technologischen Instituts in St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4, Februar 1914.) 


In der II. Mitteilung wurde dargetan, dai sowohl lebende 
als getétete Hefe eine Bildung von Athylalkohol aus Acetal- 
dehyd bewirkt. Auf diese Weise wurde mehr als 1 g absoluter 
Alkohol vom richtigen Siedepunkt 78,5° gewonnen.!) Damals 
habe ich die Voraussetzung ausgesprochen, da hier eine Re- 
duktion von Acetaldehyd durch den bei der Garung entstehenden 
aktiven Wasserstoff vorliegt; die weitere Untersuchung ergab 
jedoch, dab der Acetaldehyd durch lebende Hefe auf eine andere 
Weise verarbeitet wird. Neben Athylalkohol entsteht immer 
Kssigséure, wie es z. B. aus folgendem Versuche zu ersehen ist. 

Portion A. 125 g Prebhefe wurde mit 1,5 | Wasser ver- 
setzt und 48 Stunden ruhig stehen gelassen (Kontrollportion 1). 

Portion B. 125 g PreBhefe wurde mit 1,51 Wasser 
15 Minuten am RiickfluBkiihler gekocht, dann abgekiihlt, mit 
2g von frisch dargestelltem und dreimal mit Dephlegmator 
destillierten Acetaldehyd (Siedepunkt 21—21,5°) versetzt und 
6 Tage bei reichlichem Luftzutritt belassen (Kontrollportion II). 

Portion C. 125 g PreBhefe wurde mit 1,5 1 Wasser und 
2 g reinem Acetaldehyd (wie bei B) versetzt und 48 Stunden 
ruhig stehen gelassen. 


') S. Kostytschew und E. Hibbenet, Diese Zeitschrift, Bd. 79, 
S. 359 (1912). 
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Von je einer Portion wurden 1200 ccm fiir die Darstellung 
der fliichtigen Siuren verwendet. Simtliche Portionen wurden 
mit Natronlauge neutral gemacht, eingedampft, mit je 7 g Wein- 
siiure versetzt und unter Wasserdampfdurchleitung destilliert. 
Die Destillate erforderten zur Neutralisation folgende Mengen 
von 1/2-n-Natronlauge: 

A — 4,6 ecm, B — 6,8 eem, C — 20,6 ccm. A stellt die 
Menge der fliichtigen Siéuren vor, die in der Prebhefe bereits 
enthalten (die Prefhefe enthalt immer Alkohol und Séuren) 
und bei der Selbstgiirung gebildet war. B stellt die Menge 
der fliichtigen Saéuren vor, die in der Prebhefe enthalten und 
durch 6tiagige Autoxydation von Acetaldehyd gebildet war. 
Die neutral gemachten Destillate von A und C wurden mit 
Chromsiiuremischung (400 g Schwefelsiure und 90 g Kalium- 
bichromat im Liter) versetzt, 20 Minuten am RiickfluBkihler 
gekocht, um die Ameisenséure zu zersetzen,!) dann wiederum 
unter Wasserdampfdurchleitung destilliert. Jetzt wurden die 
Destillate durch folgende Mengen von 1/2-n-Natronlauge neutral 
gemacht: A 3,7 cem; C( — 19,7 cem. Nach der Neutrali- 
sation wurden die Destillate eingedampft und auf Ameisensiure 
geprift. Die empfindlichen Ameisensiurereaktionen (Silberab- 
scheidung beim Erhitzen mit Silbernitrat und Kalomelabscheidung 
beim Erhitzen mit Sublimat) fielen negativ aus. Die Oxydation 
der Ameisensiiure war also eine vollkommene. Die Gesamt- 
menge der nach Zerstérung der Ameisensiure gefundenen fliich- 
tigen Siuren kann praktisch als Essigsiure berechnet werden; 
andere Séuren werden in nennenswerten Mengen nicht gebildet, 
wie aus folgendem zu ersehen ist. Das eingedampfte Destillat 
von C wurde mit Silbernitrat gefallt und das Silbersalz fiir die 
Silberbestimmung verwendet. . 

0,3383 g Substanz gaben 0,2188 g Ag. 

Berechnet fiir Silberacetat: Ag = 64,64°/o. 

Gefunden: Ag = 64,68 °/o. 

Nach Abzug der in Kontrollportion gefundenen Sauremenge 

ist also die Menge der aus Acetaldehyd gebildeten Essigsaure 





') K. Windisch, Zeitschr. f. Unters. der Nahr.- und GenuBmittel, 
Bd, 8, S. 470 (1904). 
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gleich 0,480 g') oder 0,600 g auf die gesamte Portion C. Fol- 
gender Versuch zeigt, daB ungefihr dieselbe Menge von Essig- 
siiure auch bei LuftabschluB entsteht. 

Portion A. 125g PreBhefe und 1,5! ausgekochtes Wasser. 

Portion B. 125 g Prebhefe wurde mit 1,51 Wasser ge- 
kocht, dann abgekiihlt und mit 2 g frisch dargestelltem reinem 
(Siedepunkt 21—21,5°) Acetaldehyd versetzt. 

Portion C. 125 g PreBhefe wurde mit 1,5 | ausgekochtem 
Wasser und 2 g reinem Acetaldehyd versetzt. 

Samtliche Portionen wurden mit fliissigem Paraffin6dl tiber- 
schichtet und fiir 24 Stunden stehen gelassen. Von je einer 
Portion wurden 1200 ccm mit Natronlauge neutral gemacht, 
eingedampft, mit Weinséure versetzt und unter Wasserdampf- 
durchleitung destilliert. Das Destillat von B enthielt eine ganz 
geringe Siuremenge. Die Destillate von A und C wurden durch 
folgende Mengen ! 2-n-Natronlauge neutral gemacht: A = 4,6ccm, 
C = 22,2ccm. Nach Zerst6rung der etwa vorhandenen Ameisen- 
siure waren die entsprechenden Werte: 4,5 ccm und 22,1 ccm. 
Das neutral gemachte Destillat von C wurde eingedampft und 
fiir die Darstellung von Silbersalz verwendet. Die Silberbe- 
stimmung ergab folgendes Resultat. 

0,2505 g Substanz gaben 0,1617 g Ag. 

Berechnet fiir Silberacetat: Ag = 64,64°/o. 

Gefunden: Ag = 64,55 °/o. 

Die Menge der gebildeten Essigsiure ist gleich 0,528 g. 
Im ganzen hat die Portion C 0,660 g Essigsiure gebildet. 

Weiterhin ergab es sich, daf bei der Verarbeitung von 
Acetaldehyd aquimolekulare Mengen von Athylalkohol und Essig- 
sdure entstehen. 

Portion A. 150g PreBbhefe und 1,5 Liter ausgekochtes 


Wasser. 

‘) Bei der Wasserdampfdestillation kiénnte eine geringe Menge der 
etwa gebildeten Milchséure in die Vorlage iibergehen und dann durch 
Chromséuremischung zu CO, und Essigsiure oxydiert werden. Da aber 
kein Grund vorliegt, anzunehmen, daB in dieser Beziehung Differenzen 
zwischen Kontroll- und Versuchsportion zustande kommen, so kann das 
Endresultat hierdurch kaum beeintrachtigt werden. 
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Portion B. 150g Prefhefe, 1,5 Liter ausgekochtes Wasser 
und 2 g von frisch dargestelltem und dreimal mit Dephlegmator 
destilliertem Acetaldehyd (Siedepunkt 21—21,5°). 

Beide Portionen wurden 24 Stunden stehen gelassen, dann 
wurde von je einer Portion 1 Liter genommen, mit Natron- 
lauge neutral gemacht und davon je 360 ccm abdestilliert. Das 
Destillat von A gab nicht die Aldehydreaktionen und wurde 
also direkt fiir die Alkoholbestimmung nach Nicloux!') ver- 
wendet. Das Destillat von B gab starke Aldehydreaktionen. 
100 cem des Destillats wurden mit NaHSO, destilliert, dann mit 
Natronlauge rektifiziert und das letzte Destillat auf 100 ccm auf- 
gefiillt.?) Die Alkoholbestimmungen ergaben folgende Resultate: 

A. 25 cem Destillat wurde mit 25 ccm Wasser versetzt. 
i ccm der Mischung verbrauchten 1,6 cem K,Cr,Q,. 

Alkohol = 1,6 - 0,360 - 0,7938 - 2 = 0,915 g. 

Gesamtmenge von Alkohol der Portion A = 0,915- 1,5 
= 1,372 g. 

B. 25 cem Destillat wurde mit 50 ccm Wasser versetzt. 
5 cem der Mischung verbrauchten 1,5 cem K,Cr,0O,. 

Alkohol = 1,5 - 0,360 - 0,7938 - 3 = 1,286 g. 

Gesamtmenge von Alkohol der Portion B = 1,286. 1,5 


') Nicloux, Bullet. soc. chim., Bd. 35, S. 330 (1906). 

2) In einer unlangst veréffentlichten Milteilung, die mir leider nur 
wihrend Abfassung dieser Schrift bekannt geworden ist, machen C. Neu- 
berg und J. Kerb (Biochem. Zeitschr., Bd. 58, S. 158; 11. Dez. 1913) Ein- 
wiinde gegen diese Methode der Aldehydabscheidung und behaupten aufer- 
dem, daf die Alkoholbestimmung nach Nicloux auch in Gegenwart von 
Acetaldehyd richtige Resultate liefert. Bei der Oxydation des Alkohols 
nach Nicloux werden in der Tat bereits geringe Mengen von Aldehyd 
gebildet, welche die Bestimmung nicht stéren; in Gegenwart gréferer 
Aldehydmengen wird jedoch die Niclouxsche Methode meinen Erfahrungen 
nach nicht zuverlissig. Was nun die Abscheidung von Acetaldehyd in 
Form von Bisulfitverbindung anbelangt, so ist sie auf Grund einer soeben 
unternommenen Nachpriifung dem Verfahren von Neuberg vorzuziehen. 
Dariiber werde ich gesondert mitteilen, jetzt will ich nur darauf hinweisen, 
daB ich meine Methode etwas modifiziert habe: nach Zusatz von Bisuifit 
destilliere ich im Vakuum unter schwacher Erwarmung nebst Kihlung 
der Vorlage. 
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Die Mehrproduktion der Portion B betrigt also 
0,557 g. 

Die Riickstande von der Alkoholdestillation wurden mit 
Weinsaure versetzt und unter Wasserdampfdurchleitung de- 
stilliert. Das Destillat von A erforderte zur Neutralisation 
4,8 ccm, das Destillat von B 21,0 cem !/2-n-Natronlauge; nach 
dem Kochen mit Chromsaéuremischung und nachfolgender De- 
stillation sind diese Zahlen unverdndert geblieben. Das Destillat 
von B wurde eingeengt und fiir die Darstellung von Silber- 
salz verwendet. Die Silberbestimmung ergab folgendes Resultat. 

0,1443 g Substanz gaben 0,0932 g Ag. 

Berechnet fiir Silberacetat: Ag = 64,64°/o 
Gefunden : Ag = 64,54 Jo. 
Es wurden also folgende Mengen von Essigsiure gebildet. 
A 0,144 g: im ganzen 0,216 g 
B 0,630» » » 0,945 » 

Die Mehrproduktion der Portion B betragt 0,729 g. 

Es ergab sich also, daB die mit Acetaldehyd versetzte 
Portion auf 0,557 g Alkohol 0,729 g Essigsiiure erzeugt hat. 
Das Verhdltnis Alkohol : Essigsdéure ist gleich 46 : 60,2, das 
Molekulargewicht von Athylalkohol ist aber gleich 46; das- 
jenige von Essigsiure ist gleich 60. 

Der Acetaldehyd wird also durch die sogenannte Can- 
nizzarosche Reaktion verarbeitet ; 

2 CH, - COH +- H,O = CH, - CH,OH -+- CH, - COOH. 

Die Cannizzarosche Reaktion wird bei aromatischen 
Aldehyden bekanntlich durch Einwirkung von Alkalien, bei 
aliphatischen Aldehyden durch Aluminiumalkoholat, Magnesium- 
alkoholat und ahnliche Faktoren hervorgerufen. Nach den ein- 
gehenden Untersuchungen von Tistschenko’) ist als Zwischen- 
stufe der Cannizzaroschen Reaktion die Esterbildung aus 
zwei Aldehydmolekiilen anzusehen; diese wichtigste Phase, 
bei der namentlich die Umlagerung des Wasserstoff- 
atoms erfolgt, kann, den Untersuchungen von Tist- 





') Tistschenko, Uber die Einwirkung der Aluminiumalkoholate 
auf Aldehyde (1906), russisch. 
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schenko nach, bei vollkommener Abwesenheit von 
Wasser stattfinden. 
2 CH, -COH = CH, - CH,-O- CO- CH. 

Ich habe zuerst auf die Méglichkeit der Anteilnahme der 
Cannizzaroschen Reaktion am Garungsvorgange hingewiesen ; ') 
in der letzten Mitteilung von C. Neuberg und J. Kerb?) wird 
bereits ein Girungsschema unter Mitwirkung der Cannizzaro- 
schen Reaktion angegeben; die genannten Forscher haben ihre 
urspriingliche Vorstellung von dem Mechanismus der Girung 
veriindert und behaupten jetzt, ebenso wie ich, da Acetal- 
dehyd ein intermediéres Girungsprodukt vorstellt. Ist dies 
tatsiichlich der Fall, so wird der Acetaldehyd im eigentlichen 
Girungsvorgange freilich nicht auf dieselbe Weise verarbeitet, 
wie in den vorstehend beschriebenen Versuchen. Auch kann 
ich mich der Meinung von Neuberg und Kerb (l.c.), welche 
die Cannizzarosche Reaktion zwischen Acetaldehyd und 
Methylglyoxal annehmen, so lange experimentelle Beweise daftir 
fehlen, aus verschiedenen Griinden nicht anschlieBen. Ander- 
seits ist es wohl méglich, da® die Ubertragung der Wasser- 
stoffatome, die ich in mein Schema eingeschlossen hatte,*) auf 
einer friiheren Stufe der Gérung stattfindet. Es erscheint als 
kaum ratsam, diesen Vorgang vollkommen auszuschlieBen, mit 
Riicksicht auf die Bildung von Schwefelwasserstoff aus Schwefel *) 
und andere durch die Cannizzarosche Reaktion nicht erklir- 
baren Reduktionswirkungen der Hefe. 

In einer alsbald zu erscheinenden Mitteilung komme ich 
auf diese Fragen zuriick. In dieser Publikation werden auch 
die Resultate der mit Dauerhefe ausgefiihrten Versuche ver- 


Offentlicht werden. 


') S. Kostytschew, Chemische Berichte, Bd. 45, S. 1289 (1912). 

*) C. Neuberg und J. Kerb, 1. c. 

5) S. Kostytschew, Diese Zeitschrift, Bd. 79, S. 130 und 359 (1912). 

‘) Chowrenko, Diese Zeitschrift, Bd. 80, S. 253 (1912); J. Rey- 
Pailhade, Bull. soc. chim., Bd. 23, S. 666 (1900); Pozzi-Eskot, Etat 
actuel de nos connaissances sur les oxydases et les réductases. Paris 1902. 






































Studien itiber Beriberi. 
X. Mitteilung. 


Experimentelle Beweise gegen die toxische Theorie der Beriberi. 
Von 


Casimir Funk. 


(From the Department of Chemical Physiology, Cancer Hospital Research Institute, 
London, Brompton, SW.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Februar 1914.) 


Im vorigen Jahre sind besonders in Deutschland Stimmen 
laut geworden, die die Beriberi als eine Intoxikation auffaBten, 
indem sie glaubten, dai die Gifte im Reiskorn vorgebildet sind. 
So berichteten z. Bb. Abderhalden und Lampé,') dab Tauben 
nach Fiitterung mit gekochtem Reis viel spéter an Beriberi er- 
kranken, als wenn sie auf ungekochtem Reis gesetzt werden. 
Sie erklairten den Vorgang in der Weise, dal} durch den Koch- 
prozef Gifte entweder extrahiert oder zerstOrt werden. Andere 
Autoren wie z. B. Caspari und Moszkowski?) vermuten, dal} 
das Gift sich aus dem Reis im Organismus selbst bildet. 

Schon vor drei Jahren habe ich mit meinem damaligen 
Mitarbeiter, Herrn E. A. Cooper,*) gezeigt, dab bei ausschlief- 
licher Erniithrung der Vogel mit reinen Kohlenhydraten, wie 
Starke, Inulin, Lactose, Rohrzucker und Dextrin, sich eine typi- 
sche VO6gel-Beriberi entwickelt. Diese Versuche waren gegen 
die damals sehr verbreitete toxische Theorie der Beriberi ge- 
richtet, indem sie zeigten, daB Reis kein Gift enthilt. 

Wie ich in meiner vorliufigen Mitteilung*) ausfiihrte, 
— worin ich die Resultate schon kurz mitgeteilt habe — habe 





') Zeitschr. f. die gesamte exp. Med., Bd. 1, S. 296, 1915. 
*) Berl. klin. Wochenschr., Bd. 50, S. 1515, 1913. 
3) The Lancet., S. 1266, 1911. 
*) Proc. of the Physiol. Soc., Dezember 1913. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXIX. 26 
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ich die Versuche von Abderhalden und Lampé aufgenommen. 
Ich habe zwei Serien von Tauben mit gekochtem und unge- 
kochtem Reis gefiittert und habe zuerst die Befunde der oben 
genannten Autoren bestatigen kinnen. Die Tiere auf gekochtem 
Reis entwickelten Beriberi bedeutend spater. Es war zuerst 
sehr schwer, den Grund dieses merkwiirdigen Verhaltens heraus- 
zufinden. Da der Reis beim Kochen bedeutend an Volum zu- 
nimmt, ist nun vermutet worden, dafi vom gekochten Reis es 
nicht méglich ist, gentigend grofhe Quantitéten den Tieren zu- 
zufiihren. Die Vermutung erwies sich als richtig; wurden nim- 
lich exakt dieselben Quantitaéten gekochten und ungekochten 
Reis verabreicht, so bricht die Krankheit in derselben Zeit, 
wenn nicht friiher beim gekochten Reis aus. Die theoretischen 
Griinde dafiir werden wir in der darauffolgenden Arbeit sehen. 

Eine andere Reihe der Versuche wurde mit der sog. syn- 
thetischen Diat ausgefiihrt, die aus Casein, Fett, Stirke, Zucker 
und Salzen bestand, in einer Zusammensetzung, wie sie Osborne 
und Mendel?) fiir ihre Wachstumsversuche anwandten. Auch 
hier entwickelte sich eine typische Beriberi und zwar bei der 
Anwendung des Handels-Caseins, welches geringe Mengen von 
Vitaminen aus der Milch mitreifit, eine mehr chronische Form, 
die der menschlichen Beriberi entspricht. Wird das Casein 
lingere Zeit mit Alkohol extrahiert, so entwickelt sich die 
Krankheit in derselben Zeit wie beim Reis. Diese Versuche 
sind auch deswegen interessant, weil sie zeigen, da die fiir 
die Wachstumsversuche und Stoffwechselversuche so oft be- 
nutzte Nahrung auch tatséchlich vitaminfrei ist, worauf ich 
schon friiher hinwies.?) 

Zum Schluf habe ich Versuche angestellt, um den Vitamin- 
gehalt von Beriberi-Tauben festzustellen. Gesunde und erkrankte 
Tauben wurden fein zerteilt und mit Alkohol in der Kalte ex- 
trahiert. Mit diesen Extrakten wurden nun bei Beriberi-Tauben 
Heilungsversuche angestellt, indem die wasserigen Extrakte aus 
je einer Taube, einer erkrankten Taube, per os zugefiihrt wurden. 
Die erhaltenen Resultate sprechen nicht zugunsten der toxi- 


‘) Journ. of Biol. Chem., Bd. 15, S. 311, 1913 u. a. A. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 88, S. 352, 1913. 
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schen Theorie. Es hat sich namlich gezeigt, daf bei Zufuhr 
der Extrakte aus den Beriberi-Tauben nicht eine Spur von 
toxischen Erscheinungen zur Beobachtung kam, sondern eine 
Heilung der Krankheit resultierte. Freilich hat sich gezeigt, dal 
die Extrakte aus gesunden Tauben viel mehr Vitamine enthielten. 
Diese Resultate sind sehr interessant, da sie zeigen, dai der 
gesamte Vorrat des Organismus an Vitaminen nicht mobilisiert 
werden kann. Es scheint somit, dafi das Tier die lebens- 
wichtigen Organe zuerst der Vitamine beraubt und zugrunde 
geht, bevor der ganze Vitaminvorrat erschOpft wird. 


Experimenteller Teil. 


Als Versuchstiere wurden Tauben angewandt, die Nahrung 
wurde in den meisten Versuchen, wie jetzt iibrigens in meinem 
Laboratorium immer geschieht, in Pillenform maschinell her- 
gestellt, wodurch eine genaue Dosierung der einzelnen Bestand- 
teile erreicht wird. Die Tiere wurden kiinstlich erndhrt. 

Versuch |. In diesem Versuch wurden je 6 Tauben 
mit gekochtem und ungekochtem poliertem Reis gefiittert und 
zwar bei ungekochtem Reis 30 g tiglich. Von gekochtem wurde 
so viel Reis gegeben, als dies eben mdglich war, da 30 g Reis 
nach dem Kochen zwischen 150—200g ausmachen. Die Resul- 
tate waren die folgenden: Die Tiere wurden regelmabig gewogen ; 
um den Umfang der Arbeit nicht zu vergréBern, werden aber 
die Gewichte nicht mitgeteilt. 














Gekochter Reis Ungekochter Reis 
Ausbruch Tod 
der Beriberi ” Ausbruch | - 
' ae lod 
im Mittel der Beriberi | 
44 Tage | 44 Tage 2 Tage | 26 Tage 


Versuch II. In diesem Versuch wurden genau dieselben 
(uantitaten gekochten und ungekochten Reis in Pillenform ver- 
abreicht und zwar 10g jeder Taube tiglich. Bei gekochtem 
Reis wurde natiirlich der Reis zuerst gewogen und dann ge- 
kocht. Folgende Resultate wurden erhalten: 
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Gekochter Reis Ungekochter Reis 
Ausbruch Ausbruch | 
der Beriberi Tod der Beriberi | Tod 
27 Tage 29 Tage 28 Tage | 30 Tage 


Dieser Versuch wurde mit gleichem Resultat wiederholt. 
Versuch III. Hier wurde den Tauben ein Gemisch von 
Handelscasein, Fett, Starke, Zucker und Salzen in Pillenform 
und zwar gekocht und ungekochtverabreicht. Zufuhr 30 g tiglich. 





Ungekochte Mischung Gekochte Mischung 


Ausbruch | - Ausbruch | 
dex Hesiiesi lod der Mezikeri | Tod 

















37 Tage WO Tage 27 Tage | 31 Tage 


Dieser Versuch zeigt, dafi das Handelscasein Spuren von 
Vitaminen enthalt, welche beim Kochen teilweise zerstért werden. 
Das Kochwasser wurde mit in den Pillen verarbeitet. Hier zeigt 
sich experimentell der Einflu8{ des Kochens auf den Vitamin- 
gehalt der Nahrung. 

Versuch IV. Die Versuchsanordnung war dieselbe wie 
in Versuch III nur mit dem Unterschied, dafi das Casein des 
Handels 12 Stunden mit absolutem Alkohol am Riickflubkiihler 
extrahiert wurde. Die Mischung wurde nur ungekocht gegeben 
und zwar 10 g tiglich. Der Versuch wurde gleichzeitig und 
parallel dem Versuch I! angesetzt. Die Tiere entwickelten Beri- 
beri durchschnittlich nach 26 und starben nach 28 Tagen, also 
etwas friiher als die Tiere an derselben Menge Reis. 

Versuch V. 4 gesunde und 4 Beriberi-Tauben im letzten 
Stadium wurden getétet, gepfliickt, jede durch eine Fleisch- 
maschine geschickt und mit dreifacher Menge absolutem Alkohol 
auf der Schiittelmaschine in der Kilte extrahiert. Die Extrakte 
wurden abfiltriert und die Filtrate im Vakuum eingedampft. 
Die Riicksténde wurden mit wenig Wasser aufgenommen und 
Beriberi-Tauben per os gegeben. In allen acht Fiillen wurde 
eine Heilung herbeigefiihrt, die jedoch bei den Beriberiextrakten 
nicht so lange wie bei den Extrakten aus normalen Tauben 
wiihrte. Die Versuche werden in dieser Richtung fortgesetzt. 
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SchluBsatze. 


1. Experimentelle Beriberi entwickelt sich bei gekochtem 
oder ungekochtem Reis in derselben Zeit, wenn gleiche Mengen 
Reis verabreicht werden. 

2. Ein Nahrungsgemisch, aus Casein, Fett, Stirke, Zucker 
und Salzen bestehend, erzeugt Beriberi. Das Handelscasein 
enthalt Spuren Vitamine und werden diese durch das Kochen 
oder Extraktion mit Alkohol zerstért resp. entfernt, so wird 
der Ausbruch der Beriberi bedeutend beschleunigt. 

3. Alkoholische Extrakte aus Beriberi-Tauben vermégen 
Beriberi-Tauben zu heilen, ohne irgend welche Giftwirkung zu 
entfalten. Die Tiere erkranken an Beriberi, ohne ihren Vitamin- 
vorrat im Organismus ginzlich zu erschdpfen. 








Studien uber Seriberi. 
XI. Mitteilung. 
Die Rolle der Vitamine beim Kohlenhydrat-Stoffwechsel. 
Von 
Casimir Funk. 


(From the Department of Chemical Physiology, Cancer Hospital Research Institute, 
Brompton, London, 8. W.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12, Februar 1914.) 


In meiner vorliufigen Mitteilung!) habe ich die Vermutung 
ausgesprochen, dafi die Vitamine einen aktiven Anteil an der 
Assimilation der Nahrung haben. Diese Schlufifolgerung labt 
sich ungezwungen aus der Tatsache ableiten, dafi bei gréferer 
Nahrungszufuhr der Ausbruch der Beriberi beschleunigt wird, 
eine Tatsache, die auch unter vorangehender Mitteilung ihre 
Bestiitigung fand. Es war nun wichtig zu erfahren, welcher 
Bestandteil unserer Nahrung der Vitamine zu ihrer Assimilation 
bedarf. Nun wissen wir aus der menschlichen Beriberi, daB 
diese Krankheit vorwiegend an kohlenhydratreicher Nahrung, 
wie Reis, Sago und WeifBbrot entsteht. Diese Tatsache zugleich 
mit der Feststellung, dafi reine Kohlenhydrate experimentelle 
Beriberi erzeugen, lie} den Gedanken nahekommen, dafi die 
Vitamine eine aktive Rolle beim Kohlenhydratstoffwechsel 
spielen. 

Die vorliegende Arbeit hat zur Aufgabe, den Beweis zu 
bringen, dafB, je hoher die Kohlenhydratzufuhr, desto schneller 
der Ausbruch der Beriberi erfolgt. Folglich muf{ man annehmen, 
dafi die Vitamine der Zufuhr der Kohlenhydrate proportional 
verbraucht werden. Die erhaltenen experimentellen Tatsachen 
sind von grofem praktischen und wissenschaftlichen Interesse. 
Sie zeigen, daf bei einer vitaminarmen Nahrung man sehr 
vorsichtig mit der Zufuhr der Kohlenhydrate sein muf, dies 


') Proc. of the Physiol. Soc., Dezember 1913. 
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ist fiir die Volksernahrungsfrage und fiir die Piadiatrie von be- 
sonderem Interesse. Fiir die Physiologie bedeuten diese Resultate 
einen wichtigen Fortschritt, da wir hoffentlich einen besseren 
Einblick in den Kohlenhydratstoffwechsel erlangen werden. Es 
ist auch nicht unmdglich, daB die Forschungen iiber Diabetes 
in neue Bahnen gelenkt werden kénnen. 

Die Versuche kniipfen sich unmittelbar an die voran- 
gehende Mitteilung an. Als eine kohlenhydratreiche Nahrung 
wurde polierter Reis gewiéhlt, dessen Menge variiert wurde. 
Es hat sich gezeigt, daf die Zeit des Beriberiausbruches in 
strengem Verhiiltnis zur Reismenge steht. Die Versuche mit 
1/2 g, 5 g, 10 und 20g taglich haben gezeigt, daf zuerst die 
Tauben an 20g erkranken, dann an 10 und spiter an 5 g. 
Die Tauben, denen '/2 g Reis tiaglich gegeben wurde, zeigten 
keine Spur von Beriberisymptomen und sind unter reinen Hunger- 
erscheinungen zugrunde gegangen. Dieser Versuch zeigt, dal} 
im Hunger bei Verlangsamung des Stoffwechsels keine oder 
nur wenig von Vitaminen verbraucht werden. 

In einem zweiten Experiment wurde nun versucht, an 
der Hand einer kiinstlich zusammengestellten Nahrung zu ent- 
scheiden, welcher von den Nahrungsbestandteilen der Vitamine 
zum Verarbeiten bedarf. Die Resultate dieses Versuches haben 
klar bewiesen, dai die Kohlenhydrate und zwar Starke und 
Zucker die meisten Vitamine verbrauchen. Die Anordnung 
dieser Versuche, die in jeder Richtung weiter ausgebaut werden 
sollen, erhelit aus dem experimentellen Teil. 


Experimenteller Teil. 


Versuch |. In diesem Versuche wurden 6 Tauben in je 
einer Reihe mit Mengen von poliertem Reis kiinstlich gefiittert 
und zwar mit !/2, 5, 10 und 20g. Die Tiere an !/2 g von 
Reis starben im Mittel nach 22 Tagen ohne Beriberisymptome 
und kommen nicht in die Tabelle. Die Resultate waren folgende : 








Ausbruch der Beriberi . . 


36 Tage | 22 Tage 
, ner | 92 


| 
| 
a. | @ 3 
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Die Resultate wurden auch an anderen Experimenten be- 
statigt und zeigen, wie man bei dhnlichen Versuchen vorsichtig 
darauf achten mu, daf die Nahrungsmenge die gleiche bleibt. 

Versuch II. In diesem Experiment wurden 4 Serien von 
je 8 Tauben benutzt, die auf folgende Nahrung gesetzt wurden. 


nF 
| j | 





_ Salze | Casein | Zucker _ Fett | Starke 
Nahrunga.... | 4 | 6 | 12 | a2 | 142 
| | | 
b.es.] & | @ | oO 1 ot fe 
> Csenel &£ | @ > 2 | oo 1 
ae 4 | 122 | 6 | t2 | 42 


Jede Taube erhielt 12,5 g taglich jeder Mischung in Pillen- 
form kiinstlich verabreicht. Der Ausbruch der Beriberi ge- 


staltete sich folgendermafen: 
i ________) 





| Nahrung a | Nahrung b | Nahrung c | Nahrung d 
| Casein | Fett | Starke | Zucker 
Ausbruch der | ‘ | | ‘ 
° scp | 30 | 40 24 | 28 
Beriberi | | 
Schlubsatze. 





1. Steigende Mengen von kohlenhydratreichen Nahrungs- 
mitteln bewirken eine Beschleunigung des Beriberiausbruchs. | 
2. Ein Zusatz von Kohlenhydraten zu einer Standarddiat | 
und zwar sowohl Stirke und Zucker bewirkt eine Beschleu- 
nigung des Beriberiausbruches, was darauf hinweist, daf die 
Vitamine beim Kohlenhydratstoffwechsel eine aktive Rolle spielen. 
3. Die Vitamine spielen offenbar beim Stirkeabbau eine viel 
wichtigere Rolle als beim Abbau anderer Nahrungsbestandteile. 




















Zur Frage nach der fermentativen Tatigkeit des Blutes 
und der Gewebe bei Pankreasexstirpation. 


I. Mitteilung. 
Uber das Antitrypsin. 


Von 
W. Stawraky. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Kaiserlichen Instituts fiir experimentelle 
Medizin zu St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Februar 1914.) 


Die Lehre von den Antifermenten beginnt im Jahre 1877 
mit den Beobachtungen Hammarstens!) iiber die hemmende 
Wirkung des Labferments durch Pferdeblutserum. In den letzten 
Dezennien des vorigen Jahrhunderts wurde die hemmende Eigen- 
schaft verschiedener Korpersaéfte und des Blutes gegen die 
verdauende Wirkung des Trypsins von verschiedenen Forschern 
festgestelt. 

(Matthes,?) Fermi,’) Fermi und Pernossi,*) Hahn,°) 
Camus und Gley®) und andere.) 

Seit jener Zeit hat man dieser interessanten Frage die 
Aufmerksamkeit zugewendet, aber erst im ersten Dezennium 
dieses Jahrhunderts beginnt ein systematisches und frucht- 
bringendes Studium und namentlich verdanken wir es Miiller 
und Jochmann,’) welche im Jahre 1906 ein verhaltnismabig 





1) Zit. nach Eisner, Zeitschr. f. Immun. u. exper. Ther., 1900, 
I., Heft 5. 

7) Zentralbl. f. d. med. Wissenschaften, 1894, Nr. 4. 

8) Zentralbl. f. Physiologie, 1895, Bd. 8, Nr. 21. 

*) Zeitschr. f. Hygiene, 1894, Bd. 18. 

5) Berl. klin. Woch., 1897, Nr. 23. 

*) Comptes rendus de la Société de Biologie, 1897. 

*) Miinch. Med. Woch., 1906, Nr. 29, S. 41. 
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einfaches Verfahren zur Bestimmung der hemmenden Wirkung 
vorgeschlagen haben. 

Die meisten Arbeiten tiber den Antitrypsingehalt des 
Blutes unter verschiedenen pathologischen Verhaltnissen be- 
ruhren die Frage tiber die Natur, die Eigenschaften und die 
Bildung des hemmenden KoOrpers. 

Verschiedene pathologische Prozesse beeinflussen den 
Antitrypsingehalt des Blutes, doch ist es heute sichergestellt, 
dafi diese Veriinderungen keineswegs spezifisch sind. Bei 
Diabetes soll der Antitrypsingehalt gew6hnlich vermindert sein. 
(Marcus,')*) Wiens,*) Brieger und Trebling*) und andere.) 
Die Pankreastatigkeit steht bei der Antitrypsinbildung offenbar 
nicht an letzter Stelle. 

K. Meyer®) versuchte die Antitrypsinverminderung bei 
Diabetes durch Stérung der Pankreastitigkeit zu erkliren — 
«parallel mit der innersekretorischen Funktionsstérung des 
Pankreas ware eine Verminderung der Trypsinsekretion und 
von dieser abhangig eine herabgesetzte Antitrypsinbildung 
anzunehmen>». 

Cobliner®) beobachtete bei Pankreasexstirpation beim 
Hunde 14 Tage nach der Operation eine Verminderung des 
Antitrypsins und fast vollsténdiges Verschwinden desselben 
kurz vor dem Tode. Diese interessante Tatsache deutet auf 
die hervorragende Rolle des Pankreas bei der Antitrypsin- 
bildung und auf einen Zusammenhang des Hemmungskorpers 
mit Trypsin. 

Cobliners Versuche beziehen sich leider nur auf einen 
Hund, bei dem keine totale Pankreasexstirpation ausgefihrt 
wurde. K. Meyer gelang es nicht, den Versuch Cobliners 
zu wiederholen, da die operierten Tiere zu frih fielen. 





‘) Marcus, Berl. klin. Woch., 1908, Nr. 14, S. 689. 

?) Marcus, Zeitschr. f. experim. Pathol. u. Therap., 1909, Bd. 6. 

®) Wiens, Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. 91, 1907. 

‘) Krieger u. Trebling, Berl. klin. Woch., 1908, Nr. 22. 

5) K. Meyer, Biochem. Zeitschr., Bd. 40; Berl. klin. Woch., 1909, 
Nr. 23, S. 1064. 

®) S. Cobliner, Biochem. Zeitschr., Bd. 25. 














Berichtigungen 


zu Band 89 von Hoppe-Seyler’s Zeitschrift 
fiir physiologische Chemie. 


Seite 382, 11. Zeile von oben lies «Trebing» statt «Trebling>. 

Seite 382, 4. Zeile von unten lies «Trebing» statt «Trebling». 

Seite 384, 14. Zeile oben lies «beim Inaktivieren bei 
65° in » statt «beim Aufkochen in 
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Mir gelang die totale Pankreasexstirpation an Hunden, 
an denen ich ihren EinfluB auf den Lipoidgehalt des Blutes 
und der Organe aufzukléren versuchte, und deshalb schlug 
Frau Prof. Dr. N. Sieber mir vor, an diesen Hunden auferdem 
den Einflu8 der Pankreasexstirpation auf die Funktion einiger 
Fermente aufzukliren. Ich hatte die Aufgabe, den Antitrypsin- 
gehalt des Serums bei Hunden zu verschiedener Zeit nach 
Pankreasexstirpation zu verfolgen und denselben in den Organen 
der zu verschiedener Zeit durch Blutentnahme getéteten Ver- 
suchstiere zu bestimmen. 

Diese Untersuchungen umfassen 3 Gruppen: 

1. normale, durch Blutentnahme getitete Hunde (Kon- 
trolltiere) ; 

2. durch Blutentnahme am 6. oder 9. Tage nach totaler 
Pankreasexstirpation getétete Hunde; 

3. durch Blutentnahme nach totaler Pankreasexstirpation 
zum Schluf ihres Lebens getétete Hunde. 

Bevor ich zum Hauptteil meiner Untersuchungen tiber- 
gehe, will ich kurz tiber meine zur Aufklarung der Antitrypsin- 
natur angestellten Versuche berichten. 

Durch die eingehenden Forschungen von K. Meyer')?) 
und H. Kiammerer®’)*) miiBte die fermentative Natur des Anti- 
trypsins allgemein anerkannt sein, und doch gibt es noch heute 
Vertreter der Ansicht (E. Rosenthal?)), dai die hemmende 
Eigenschaft des Blutes durch Eiweifabbauprodukte bedingt 
wird. Sogar von Paul Th. Miiller®) sehen wir diese Ansicht 
vertreten: «viel wahrscheinlicher ist es, nach den Untersuchungen 
von Rosenthal, daf es sich dabei um hemmende Antiferment- 
wirkung von Eiweifabbauprodukten, speziell von Aminosiéuren 
handeln diirfte». 





’) K. Meyer, Berl. klin. Woch., 1909, Nr. 23 u. Nr. 42. 

*) K. Meyer, Fsl. Serol., Bd. 7, II, S. 471, 1911. 

8) Kammerer, Arch. f. klin. Med., Bd. 103, 1911. 

*) Kimmerer, Minch. Med. Woch., Nr. 34, 1913. 

5) Rosenthal, Fsl. Serol., Bd. 6, S. 285, 1910. 

*) Paul Th. Miller, Vorlesungen iiber Infektion und Immunitat, 
Jena 1912, S. 443. 

27* 
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Ich muBte also die Thermolabilitaét kontrollieren und auf- 
kliren, ob der hemmende Korper des Serums dialysabel ist. 


Ist die Thermolabilitét des Antitrypsins sichergestellt? 


Nach Achalme,!) Hahn,?) Jochmann und Kantoro- 
wicz,*%) Chiarolonza,‘) Jiirgenson,*) Kammerer, §) 
K. Meyer und anderen ist das Antitrypsin thermolabil und 
wird bei 65°—70° im Laufe einer 1/2—1 Stunde vernichtet. 

Eisner,*) Déblin,*) Bauer’) und Rosenthal!®) da- 
gegen fanden das Antitrypsin thermostabil. 

Wodurch waren diese widersprechenden Angaben zu er- 
kliren ? 

DoOblin empfiehlt, das Serum in verdiinntem Zustande 
(‘/10, 4/100, 1/1000) durch Aufkochen zu inaktivieren, da dasselbe 
beim Aufkochen in unverdiinntem Zustande gelatinés wird und 
die Verdiinnung eines solchen Serums schwierig ist. Ich will 
ebenfalls das Inaktivieren in verdiinntem Zustande 
empfehlen, halte aber das Aufkochen des Serums zu 
diesem Zweck fiir durchaus ausgeschlossen, da durch 
Erwirmen bis zur Siedehitze die EiweiBko6rper des 
Serums stark denaturiert werden und vollstindige 
Verainderung der physikalischen Eigenschaften der 
Serumlésung eintritt. Die zur Inaktivierung bis zur Siede- 
hitze erwirmten Serumlésungen (1: 500) zeigten immer nach 
Zusatz der verdiinnten Essigséiurelésung eine bald auftretende, 
sichtbare Triibung, die beim Inaktivieren durch Erhitzen bis 
68° nach Zusatz derselben Essigsiuremenge immer fehlte. Be- 
sonders veranschaulichend war der Vergleich einer durch Auf- 


1) Achalme, Annales de Il’inst. Pasteur, Bd. 15, 1901. 

2) Hahn, Berl. klin. Woch., 1897. 

5) Jochmann u. Kantorowicz, Zeitschr. f. klin. Med., Bd. 66. 
‘) Chiarolonza, Mediz.-naturwiss. Arch., Bd. 2, 1910. 

*) Jiirgenson, Russ. Inaug.-Dissert. 1910. 

°) Kammerer u. Mogulesco, Zeitschr. f. Imm.-Forsch., Bd. 12. 
7) Eisner, Zeitschr. f. Immunit.-Forsch., Bd. 1, S. 680. 

5) Déblin, Ibidem, Bd. 4, S. 229. 

*) Bauer, Ibidem, Bd. 5, S. 186, 1910. 

*) lL. 
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kochen inaktivierten Serumlésung (1:100) mit einer durch 
Erhitzen bis 68° inaktivierten und einer rohen Serumlésung 
nach Zusatz gleicher Mengen Essigsaéure. Das erste Probier- 
gliischen (aufgekocht) zeigte eine starke Triibung, die beiden 
anderen absolut keine. Das Aufkochen bedingt also in 
diesem Falle eine Aggregation der ultramikroskopisch 
sichtbaren Kolloidteilchen der Eiweifikérper des Se- 
rums, deren Aggregate unserm unvollkommenen Auge 
doch noch unsichtbar bleiben, und erst Essigsiure 
bedingt die sichtbare Triibung, die zu FehlschluB- 
folgerungen fihrt, da sie nicht als Folge einer hem- 
menden Kraft angesehen werden kann, sondern durch 
Verinderung der physikalischen Eigenschaften der 
Serumlésung erklart werden mu8. Wir haben also hier 
eine aus zwei Phasen bestehende Reaktion: eine durch 
Aufkochen bedingte Aggregation ultramikroskopisch 
sichtbarer Kolloidteilchen der Eiweifikérper, deren 
Aggregate unserem unvollkommenen Auge doch noch 
unsichtbar bleiben und eine durch Essigsiurezusatz 
bedingte zweite, sichtbare Aggregation (Ausflockung). 
Beim Inaktivieren durch Erhitzen bis 68° kommt es 
wohl nicht zu einer aus zwei Phasen bestehenden 
Reaktion. 

Bei Untersuchung der hemmenden Eigenschaft des Serums 
gegen die verdauende Wirkung des Trypsins nach der Casein- 
methode von Gross-Fuld mit verschieden inaktivierten Seren 
(1:50) erwies es sich, daB das durch Erhitzen bis 68° im 
Laufe 1 Stunde inaktivierte Serum seine hemmenden Eigen- 
schaften vollstiindig verloren und im ersten Probierglaschen 
volle Verdauung des Caseins durch Trypsin stattgefunden 
hatte. Das durch Aufkochen inaktivierte Serum zeigte dagegen 
eine scheinbare «Hemmung» sogar im vierten Gliaschen, was 
uns zu einer SchluBfolgerung fiihren wiirde, dafi das Aufkochen 
eine Aktivierung des Antitrypsins verursacht. Nicht eine Hem- 
mung haben wir, sondern eine sichtbare Aggregation Das 
rohe Serum zeigte eine Hemmung im zweiten Glischen (Tab. I). 
Die Triibungen im Versuch mit dem aufgekochten Serum waren 


























Tabelle I. — Normales Hundeserum. 





Serum '/s0 inaktiv ofSerum '/s0 






































Serum ‘/s0 roh Serum ‘/s0 gekocht bei 68° 1 Stunde eoh gekocht 

Serum tse... - -] 0,5) 0,505, 5 5 08 0,5 96 06 05 08 os 05/0,5/0,5/0,5/0,5'0,51 0,5 | 05] 08 | 05 
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nach '/: Stunde im Thermostaten bei 37° und Zusatz von 3 Tropfen Essigsaure 
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= Tabelle II. — Serum eines an Magenkrebs leidenden Menschen. 
3 NS ESE TESS -_ a 
in Serum '/so0 inaktiv Serum #/so/Serum ! 
. Serum 4/50 roh Serum '/s0 gekocht hei 68 “ Stunde a a pati 
| | | | | | | | | 
Serum '/s0.... .| 0,5 0,5 | 0,5 | 0,5 | 0,5 | 0,5 10,5 | 0,5 | 0,5 | 0,5 0,5 | 0,5 | 0,5 0,5: 0,5 0,5 | 05 | 9,5 0,5 | 0,5 | 0,5 | 0,5 
‘ — | | | | | | | | 
Trypsinlésung ver- eee ; | . ee | | 
Jenene Gone 03 0,3 | 0,4 | 0,5 0,6 | 0,7 | 0.810,3 | | 9, 4/05 | 0,6 0,7 0,840.3 | 0, 4 | | 0,5 | 0,6 | 07 | 08 —|— iio 
| | | | | | | | | | | | 
OO 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0}2,.0 20/20: 2.0 2,0 2,012.0) 2,0 2.0 201/20 20) —| —]| —| — 
nach '/s Stunde im ciara bei 37° und Zusatz von 3 Tropfen Essigsaure 
n.f*) nf. nf. nf.f**) f. [Tribung in allen Glischen| f./ f.| f/f) £/ ££] klar | Trabung 

















a 
on 


*) n.f. = nicht fertig (nicht verdaut). **) fertig = verdaut. 
') Alles mit 0,85°/oiger physiologischer Rochssleitoune bis 5 ccm versetzt. 
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immer bedeutend intensiver und zum Verdauen dieser durch 
Aufkochen stark denaturierten und koagulierten Eiweifbk6rper 
sind offenbar gréfere Trypsinmengen erforderlich; dadurch 
wire auch das Verschieben der fertigen Probiergliischen in 
diesem Versuche um zwei nach rechts dem rohen Serum gegen- 
iiber zu erklaren. Derartige Versuche mit verschieden inakti- 
vierten Seren wurden mit Kaninchen-, Hunde- und Menschen- 
serum angestellt. Das Menschenserum stammte von einem an 
Magenkrebs Leidenden und zeigte einen erhdhten Antitrypsin- 
gehalt; ein solches wurde deshalb gewihlt, um den durch 
verschiedenes Inaktivieren bedingten Unterschied nach Ver- 
weilen im Thermostaten und Zusatz der Essigsiiure mdglichst 
veranschaulichend zu zeigen. Von den vielen untersuchten Seren 
seien hier nur zwei in vorstehenden Tabellen angefiihrt: 

Bei jedem Versuch wurde das Volumen immer bis auf 
5 cem mit physiologischer Kochsalzl6sung gebracht und immer 
ein und dieselbe Reihenfolge der Mischung eingehalten (Serum- 
losung, Trypsinlésung, physiologische Kochsalzlosung und Casein- 
ldsung). Wahrend der Abmessung der Lésungen stand das 
Gestell mit den Probiergliischen in einem kalten Wasserbade, 
kam dann auf !/2 Stunde in einen Wasserthermostaten (37°) 
mit bestimmtem Niveau und vor Zusatz der Essigsiure wieder 
auf eine bestimmte Zeit in dasselbe kalte Wasserbad. Wir sehen 
in dieser Tabelle, dafi 0,5 cem des 1:50 mit physiologischer 
NaCl-L6ésung verdiinnten, aufgekochten Serums ohne Casein- und 
Trypsinldsung nach Essigséure-Zusatz eine sichtbare Triibung 
geben. Das Inaktivieren darf also niemals durch Auf- 
kochen oder Erhitzen tiber 70° geschehen, da schon 
bei einer Temperatur von 73° eine geringe Triibung 
entsteht, die durch Zusatz von Essigsaure deutliche 
Ausflockung zeigt, also eine aus zwei Phasen be- 
stehende Reaktion darstellt und durch vollstandige 
Verinderung der _ urspriinglichen § physikalischen 
Eigenschaften bedingt ist. Ich habe in allen meinen 
Versuchen eine vollstandige Inaktivierung des Anti- 
trypsins des Blutes beim Erhitzen im Laufe 1 Stunde 
bis 68° beobachtet und mich also iiberzeugt, dab 
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dasselbe thermolabil ist, und dab es seine hemmende 
Kigenschaft gegen die verdauende Wirkung des 
Trypsins bei 68° vollstandig verliert. Die dieser Be- 
obachtung widersprechenden Angaben sind durch Fehlschluf- 
folgerungen aus den mit aufgekochtem Serum angestellten 
Versuchen zu erkliren, d. h. wir haben in diesem Falle keine 
Hemmung, sondern eine durch die schon erwihnten physi- 
kalischen Verinderungen bedingte Triibung. (Ausflockung der 
Serumeiweibkorper. ) 


Der Einflu®B der Dialyse auf die hemmende Eigen- 
schaft des Serums. 


Rosenthal fand, daB beim Dialysieren von 2 ccm Serum 
im Laufe von 5 Tagen dasselbe seine hemmenden Eigen- 
schaften gegen die verdauende Wirkung des Trypsins fast 
vollstiindig verliert und dafi das Dialysat hemmend wirkt. 
Durch diese Versuche war die kolloidale Natur der die 
hemmende Eigenschaft des Blutes bedingenden Stoffe wider- 
legt und ihre Kochbestindigkeit fihrte diesen Forscher zum 
Schlusse, das die hemmende Eigenschaft des Blutes durch 
KiweiBabbauprodukte bedingt wird; Schwankungen in der 
hemmenden Eigenschaft werden seiner Meinung nach durch 
Schwankungen im Gehalt von EiweiSabbauprodukten bedingt. 

Uber die von Rosenthal angewandte Methodik wissen 
wir nur, daf er sich an die Angaben von Doéblin’) hielt, der 
allerdings zu entgegengesetzten Resultaten gelangte, das Anti- 
trypsin als nicht dialysabel fand und dasselbe fiir ein kochbe- 
staindiges Kolloid hilt. Wodurch waren diese widersprechenden 
Angaben zu erkliéren? : 

Die beiden Forscher benutzten offenbar wohl Fischblasen, 
unter denen sehr selten defektlose zu finden sind, und nur 
eine nicht defektlose Membran kann bei gleicher Methodik, 
wie es bei diesen beiden Forschern der Fall, zu solchen 
widersprechenden Schluffolgerungen fiihren. 

K. Meyer benutzte zu seinen Dialysierversuchen die von 


') Déblin, Zeitschrift f. Immunit.-F. u. exp. Ther., Bd. 4, S. 224. 
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der Firma Schleicher und Schill hergestellten Dialysierhiilsen 
und fand wie Weinberg und Rubinstein!) und Déblin das 
Antitrypsin des Blutes nicht dialysabel. Zu meinen Dialysier- 
versuchen benutzte ich die von Schleicher und Schiill nach 
Abderhalden hergestellten Dialysierhiilsen Nr. 579 A und 
priifte dieselben auf ihre Undurchginglichkeit fiir Eiweif (5°/o 
Hiihnereiweifblosung in steril. Wasser) und dann auf ihre 
Durchganglichkeit fiir Pepton (1°/o Seidenpeptonlésung Hochst 
in steril. Wasser). Zum Nachweis von Eiweifs im Dialysat 
bediente ich mich der Biuretreaktion, von Pepton der Nin- 
hydrinreaktion. Nur so geeichte Hiilsen kamen zum Ge- 
brauch. Der ganze Versuch wurde moglichst steril angestellt. 
Dialysiert wurden von mir (2 ccm) Hunde- und Menschensera 
(Magenkrebs) im Laufe von 5 Tagen bei einer Temperatur 
von 2—3 Grad ohne jeglichen Zusatz irgend eines Antisep- 
tikums, Das zur Kontrolle dienende Serum wurde im selben 
Kihlschrank ohne Antiseptikum steril aufbewahrt und Versuch 
sowie Kontrolle zum Schlu8 mit steriler physiologischer Koch- 
salzlosung im Mefkolben bis 100 ccm angefiillt, d. h. eine 
Serumldsung von 1:50 hergestellt. Bei Bestimmung der 
hemmenden Eigenschaft gegen die verdauende Wirkung des 
Trypsins nach der Caseinmethode von Grof-Fuld konnte ab- 
solut kein Unterschied zwischen vielen dialysierten und nicht 
dialysierten Seren festgestellt werden. Die Dialysate zeigten 
nicht die geringsten Spuren einer Hemmung gegen die 
verdauende Wirkung des Trypsins. Die im Laufe von 
) Tagen dialysierten Sera verloren ebenso wie die 
nicht dialysierten ihre hemmende Eigenschaft vollstandig beim 
Erhitzen im Laufe einer Stunde bis 68°. Meine Beobachtungen 
bestatigen den Befund Kurt Meyers und anderer, die das 
Antitrypsin nicht dialysabel fanden. 

Es koOnnte ja méglich sein, dafi das Dialysat EiweiBabbau- 
produkte enthilt, deren Gehalt aber offenbar zu gering ist, 
um eine hemmende Wirkung gegen die verdauende Kraft des 
Trypsins zu bedingen. Jedenfalls gelang es mir niemals im 


1) C. R. de la Soc. biol. 1912. Nr. 16. 
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Dialysat eine positive Biuret- und Ninhydrinreaktion nach 
Abderhalden zu erhalten. 

Da die Thermolabilitét und Nichtdialysierbarkeit 
des Antitrypsins sichergestellt sind, haben wir keinen 
Grund, die fermentative Natur des Antitrypsins zu 
leugnen. 

Weinberg und Rubinstein!) beobachteten eine In- 
aktivierung des Serumantitrypsins unter dem EinfluB von ultra- 
violetten Strahlen und zeigten, da die Zeitdauer dieses Ein- 
flusses proportionell dem Grade der Zerstérung ist, wobei 
eine totale Inaktiviernng erreicht werden kann. N. Sieber?) 
berichtet iiber die hemmende Wirkung ultravioletter Strahlen 
auf verschiedene Fermente. Derartige Beobachtungen kénnen 
die fermentative Natur des Antitrypsins bestitigen. 





Die Ansicht tiber das Antitrypsin als Lipoid-Eiweifver- 
bindung und alle Thesen von Schwarz,’) welcher sogar die 
Kiweiinatur des Antitrypsins leugnet, sind von Kurt Meyer, 
Cobliner und anderen geniigend tiberzeugend widerlegt, und 
deshalb will ich nur den nach Schwarz existierenden Zu- 
sammenhang zwischen der hemmenden Eigenschaft des Blutes 
und dem Lipoidgehalt desselben kurz besprechen. 

Nach Schwarz findet bei Kaninchen unter dem Einfluf 
von Schilddriisenzufuhr eine Zunahme des Atherextrakts um 
das dreifache statt; nach Kurt Meyer wurde bei diesen 
Versuchen eine kolossale Antitrypsinsteigerung beobachtet; 
nach subcutan zugefiihrtem Phosphor wurde bei Kaninchen 
gleichfalls eine Steigerung des Atherextrakts und des Anti- 
trypsins konstatiert. 

Leider ist die von Schwarz zur quantitativen Fett- und 
Lipoidbestimmung angewandte Methodik: Atherextraktion und 
Wiegen des Atherextrakts, veraltet. Kumagawa und Suto 


') Weinberg und Rubinstein, C. r. de Soc. de Biolog., Bd. 71, 


*) N. Sieber, Russki Wratsch, 1913, Nr. 18. 
8) Schwarz, Wiener klin. Woch., Nr. 33, S. 1151. — Berliner 


klin. Woch., 1909, Nr. 48. 
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zeigten, da’ man durch Atherextraktion weder zu einer, so- 
gar zu vergleichenden Zwecken anwendbaren, quantitativen 
Extraktion gelangt, noch den Extrakt wiegen kann, da er 
nicht nur aus Lipoiden besteht, sondern eine ganze Menge 
von Stoffen enthiilt, die keineswegs zu dieser Gruppe gehoren. 

Lattes!) konnte nach der Verseifungsmethode von Ku- 
magawa und Suto bei Phosphorvergiftungen nur eine geringe 
Lipamie konstatieren. Ich fand bei denselben Versuchen nach 
der Extraktions- und Verseifungsmethode Ofters keine Steigerung 
des Fettgehalts des Blutes. Ein Zusammenhang zwischen der 
hemmenden Eigenschaft des Blutes und dem Lipoidgehalt des- 
selben fehlt oft, wie es auch bei Diabetes der Fall ist, wo 
Lipoidimie mit Antitrypsinabnahme beobachtet wird. 

In nachstfolgender Tabelle ist das Verhiltnis zwischen 
dem Fett-, Cholesterin- und Phosphatidphosphorgehalt und dem 
Antitrypsinindex bei drei pankreaslosen Hunden dargestellt, 
wobei bei deutlich ausgesprochener Lipaimie und Lipoidaimie 
eine bedeutende Antitrypsinabnahme beobachtet wurde. Nur 
deutlich ausgesprochene Fille sind hier beriicksichtigt, da die 
ausftihrliche Mitteilung bald erfolgt. 


Tabelle III. 


Lipoidgehalt des Blutes und die Zahl der Antitrypsineinheiten. 





Am 5. Tage nach der 


Auf 100 g Operation bei einem 
frisches Blut cae Oe Hund IX an perfor. Peritonitis 
Paiceetianal gefallenen Hund 
erechnet (—_—_—___—__-—_-_—_——;; ro 2 

_ |Am20.Tage Am6.Tage] y ‘Am 3.Tage 
in g Vor der | nach der Vor der nach der Vor der | nach der 


Operation|Qperation Operation Operation Operation Qperation 





! 


Hihere ae | on : : | 
Fettsauren| 9329 | 0,361 0,346 0,902 0,368 | 0,460 
Cholesterin] 0,066 | 0,132 0,102 0,252 | 0,092 | 0,126 





Phosphatid- | , a | 
phosphor | — | — 0,024 — oan | 0,028 











Antitrypsin- | Bs P | as : | 





') Lattes, Arch. f. exper. Pharmak. u. Pathol. B. 66. 1911. 








‘ 
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In Fallen deutlich ausgesprochener Lipoidstei- 
gerung fand bei allen pankreaslosen Hunden eine Ab- 
nahme der hemmenden Eigenschaft des Blutes statt. 

Die lipoidreichen Organe erwiesen sich, wie das 
aus weiterem zu ersehen ist, nicht als antitrypsinreich. 

Es ist jedenfalls kein Grund vorhanden, die hem- 
mende Eigenschaft des Blutes einer Lipoideiweifbin- 
dung zuzuschreiben und diese Eigenschaft durch Ab- 
sorption des Ferments durch den Lipoideiweiikomplex 
zu erkliren. | 

Das Milieu, in dem die fermentative Wirkung ver- 
liuft, ist natiirlich nicht ohne Einflu8B auf die Energie 
des Ferments. Verschiedene Forscher (Bayliss!) und andere) 
berichten tiber die hemmende Ejigenschaft der Peptone, Albu- 
mine und Aminosiiuren gegen die verdauende Wirkung des 
Trypsins. Es kénnte ja auch méglich sein, dai Lipoide einen 
hemmenden EinfluB gegen die verdauende Wirkung des Tryp- 
sins ausiiben kénnen (Schwarz und Kiittner?)), wenn die- 
selben in gréBeren Mengen vorhanden sind. Die sehr bedeu- 
tende hemmende Energie des Serums kann wohl kaum chemisch 
durch die in 41/100 cem Serum (wie es in Antitrypsinversuchen 
der Fall ist) enthaltenen geringsten Spuren von Salzen, Lipoiden 
oder Lipoideiweifverbindungen bedingt und erklart werden. 
Wenn ein solcher EinfluB der Lipoide und dahnlicher Verbin- 
dungen sogar mOglich ist, so ist es doch nicht ausgeschlossen, 
daB der Organismus bei Eintritt oder Uberschwemmung mit 
artfremden oder arteigenen, doch fiir ihn schadlichen Stoffen 
(Fermenten) Schutzfermente—Antifermente bildet. 





Zur Bestimmung der hodheren Fettsduren wurde der 
Alkoholextrakt nach der von Kumagawa und Suto modifi- 
zierten Verseifungsmethode verseift und die hoheren Fettséuren 
nach Reinigen durch Ather und Petrolaéther gewogen. Das 
Cholesterin wurde nach Windaus als Digitoninverbindung be- 
stimmt. Zur Phosphatidphosphorbestimmung wurde das in 


') Bayliss, Arch. des scienc. biol., 1904, Sup]. XI, S. 261. 
*) Kittner, Diese Zeitschrift, Bd. 50, S. 472. 
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absoluten Alkohol aufgenommene Blut im Laufe von 12 Stunden 
auf dem Sandbade in einem Heifextraktionsapparate,') wie 
derselbe seit langerer Zeit in unserem Laboratorium im Ge- 
brauch ist, mit absolutem Alkohol extrahiert, der Alkohol ab- 
destilliert, der Extrakt 24 Stunden in einem Vakuumexsikkator 
iiber Chlorcalcium getrocknet, dann in frisch tiber Natrium 
destilliertem, absolutem Ather aufgenommen, durch ein Asbest- 
filter filtriert, der Ather abdestilliert und im Riickstand der 
Phosphor nach Neumann ermittelt. 


Die aus Versuchen in vitro gezogenen Schlufiziige von Emil 
Neisser und Kénigsfeld?) tiber die Existenz eines Zusammen- 
hangs zwischen der Antitrypsinverminderung und dem gesteigerten 
Zuckergehalt des Blutes wurden von Kurt Meyer®*) widerlegt, 
indem er durch seine Versuche beim experimentellen Adrenalin- 
diabetes zeigte, dali die hemmende Eigenschaft des Blutes sogar 
bei sehr bedeutender Hyperglykémie unverdndert bleibt. Die 
von diesen Autoren in vitro beobachtete Hemmung des Anti- 
trypsins oder Aktivierung des Trypsins kann offenbar nicht 
ohne weiteres ins Leben tibertragen werden. Die Ofters kon- 
statierte Ubereinstimmung zwischen dem durch den Harn 
ausgeschiedenen Zucker und der Hyperglykamie ist lange nicht 
obligatorisch. Eine ganze Reihe von verschiedenen Forschern 
haben schon darauf hingewiesen, dafB éfters keine Uberein- 
stimmung zwischen der durch den Harn ausgeschiedenen Zucker- 
menge und dem Zuckergehalt des Blutes existiert (Naunyn, *) 
Noorden,*) Liefmann und Stern,®) Hesse und Mohr‘) und 
andere). Bei pankreaslosen Tieren ist diese Nichtiibereinstim- 
mung sehr stark ausgesprochen (Hédon,*) Mohr ®) und andere). 





1) H. Thar, Biochem. Zeitschr., Bd. 58, S. 503. 

*) Neisser u. Kénigsfeld, Zeitschr. f. klin. Med., Bd. 72. 

3) K. Meyer, Biochem. Zeitschr., Bd. 40. 

*) Naunyn, Der Diabetes Melitus, 1906, 5. 189. 

5) Noorden, Handbuch des Stoffw., Bd. 2. 

6) Liefmann u. Stern, Biochem. Zeitschr., Bd. 1, S. 299. 

7) Hesse u. Mohr, Zeitschr. f. exp. Pathol. u. Ther., Bd. VI, 1909. 

8) Hédon, Arch. f. Physiol., 1892, S. 245. — C. r. de la Soc. de 
Biol., Bd. 71, 1911. 

*) Mohr, Zeitschr. f. exp. Pathol. u. Ther., 1907, Bd. 4. 
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Antitrypsin als Antiferment (bei pankreaslosen Hunden). 


Bevor ich zu diesem Teil meiner Mitteilung tibergehe, 
will ich kurz tiber die Operation der totalen Pankreasexstir- 
pation und der postoperativen Periode berichten. Operiert wurden 
von mir zu diesem Zweck 17 Hunde in diesem Laboratorium 
und 12 fiir eine andere Aufgabe im Laboratorium von Prof. 
Medwedjew in Odessa. Von 29 Tieren iiberlebten 13, die 
librigen fielen am 3.—5. Tage an einer Peritonitis, wobei die- 
selbe in den meisten Fillen von einer Duodenumgangran ver- 
ursacht wurde. Wer mit diesen Operationen bekannt ist, weil, 
da chirurgische Erfahrung und Gewandtheit einen oft im Stich 
lassen, dal} die Zahl der nicht tiberlebenden Tiere bedeutend 
und daf} oft die schlechter oder ungliicklicher operierten Tiere 
iiberleben, andere dagegen gliicklich und sehr schnell operierte 
doch verloren gehen (Duodenumgangrin). Schon Minkowski’) 
hat darauf aufmerksam gemacht, dafii bei Pankreasexstirpation 
hauptsichlich die dem Darme der Linge nach ziehenden Pan- 
kreatico-Duodenalgefife nach Méglichkeit zu schonen sind; von 
dieser sehr miihsamen, aber durchaus notwendigen Arbeit, 
d. h. von der Schonung dieser GefaBe ist der Erfolg der Opera- 
tion abhiingig. Blutungen wurden sorgfaltig vermieden. Der 
Pankreas wurde nach Moéglichkeit nicht traumatisiert und die 
Durchschneidung aller Gefaéfe wurde immer zwischen Liga- 
turen ausgefiihrt. Die Wunde wurde schichtweise verniht (Drei- 
schichtnaht). Der Bauchschnitt, sowie die ganze Operation 
wurden moglichst aseptisch unter Einhaltung aller Vorsichts- 
maBregeln ausgefiihrt. Zur Narkose dienten Chloroform und 
Morphium. Die Kontrolltiere wurden 8 Tage vor Totung durch 
Blutentnahme ebenfalls einer 2stiindigen Chloroformnarkose 
ausgesetzt. Bei weiteren Pankreasexstirpationen halte ich mich 
an die von J. Pawlow vorgeschlagene und von O. Cohnheim 
angewandte operative Methodik.?) 

Von 8 zu diesem Zwecke benutzten Hunden kam es nur 
bei 2 (Nr. VI und X) zu einer Primaheilung der Wunde, bei 
den iibrigen fand Eiterung der Haut-, seltener der Muskelnahte 


‘) Minkowski, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharmakol., Bd. 31, 1893. 
*) Otto Cohnheim, Uber Glykolyse. Diese Zeitschrift, Bd. 47. 
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statt; die Wunden wurden taglich mit einer verdiinnten Wasser- 
stoffsuperoxydlésung gewaschen und heilten, da den Hunden 
die Méglichkeit gegeben wurde, dieselben durch Auslecken zu 
drainieren, gewOhnlich nach 10—12 Tagen. 

Wahrend der Versuchszeit wurde das Blut immer mit 
einer sterilen Spritze 18 Stunden nach der letzten Verabreichung 
der Nahrung aus der Vena jugul. entnommen, defibriniert und 
das durch Absetzen und Zentrifugieren erhaltene Serum am 
selben Tage untersucht. Get6tet wurden Versuchs- und Kon- 
trolltiere immer 24 Stunden nach der letzten Verabreichung 
der Nahrung durch Blutentnahme aus der art. fem., wobei bei 
keinem einzigen Versuchstier weder Pankreasreste noch eine 
Peritonitis konstatiert wurden. 

Die zur Antitrypsinbestimmung noétigen Organe wurden 
moglichst steril fein zerschnitten, auf sterile Petri-Schalen ver- 
teilt und in einem Vakuumexsikkator schnell getrocknet, dann 
in sterilen Mérsern verrieben und in sterile Gefaifbe zur Her- 
stellung von Extrakten tbertragen. Der Wassergehalt auf diese 
Weise praparierter Organe betrug durchschnittlich 5—8°/o. 
Zum Nachweis von Fermenten resp. Antitrypsin wurde in jedem 
einzelnen Falle der Wassergehalt eines jeden Organs bestimmt 
und dementsprechend 24 Stunden-Extrakte mit sterilem Wasser 
im Verhialtnis 1:50 (auf konstante Trockensubstanz berechnet) 
bei einer Temperatur von 3—5 Grad hergestellt. 

Die von diesen durch Blutentnahme getiteten Hunden 
erhaltenen Organe wurden nicht durch Durchspiilung von den 
letzten Blutmengen befreit, da derartige Durchspiilungen bei 
Vergleichsversuchen, wie es in dieser Arbeit der Fall, zu 
groBeren Fehlern fiihren konnen als die, die durch verhiltnis- 
maBbig geringe und mehr oder weniger gleiche, in den Organen 
enthaltene Blutmengen bedingt werden k6énnen. 

Die Antitrypsinbestimmung wurde nach der Casein- 
methode von Gross-Fuld ausgefiihrt und nach Wohl- 
gemuth in der von Hirata‘) beschriebenen Weise berechnet ; 
zu 2 ccm Caseinlésung mit der genau zur vollen Verdauung 
erforderlichen versetzten Trypsinmenge werden steigende Vo- 
Inmina der Serumlésung hinzugetan und festgestellt, welche 





') Hirata, Biochem, Zeitschr., Bd. 27. 
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reine Serum- oder Organmenge geniigt, um Hemmung der Ver- 
dauung von 2 ccm Caseinlésung durch die vordem festgestellte 
verdauende Trypsinmenge hervorzurufen. 

Die in Kubikzentimetern oder Grammen ausgedriickte 
reine Serum- oder Organmenge ist die zur Hemmung erfor- 
derliche Zahl der Antitrypsineinheiten, welche dann auf 1 ccm 
Serum oder 1 g trockene Organsubstanz berechnet wird. 

Das Serum wurde immer 1: 200 mit physiologischer Koch- 
salzlésung verdiinnt. Die 24 Stunden-Organextrakte (1 : 50) 
wurden gleichfalls mit physiologischer Kochsalzlésung 1 : 250 
verdiinnt (der Wasserextrakt also um das Fiinffache). Die ver- 
dauende Trypsinmenge (Merck) wurde immer am selben Tage 
festgestellt, wobei von einer Lésung (0,03—0,05 g pro 100 ccm) 
gewOhnlich 0,3—0,5 ccm erforderlich waren. Das Gemisch 
der Versuche wurde in kiihl gestellten Probierglaschen herge- 
stellt, dann fiir 30 Minuten in einen Wasserthermostaten bei 
37° iibertragen, nachdem wieder gleich in ein kihles (6—8 °) 
Wasserbad zuriickgebracht, 3 Tropfen der Essigsaéureloésung 
hinzugetan und die Hemmung nach 3 Minuten festgestellt. Vom 
reinen Serum wurden gewohnlich folgende Mengen zum Versuch 
entsprechend folgenden Antitrypsineinheiten genommen: 















































F at | | pe | 
Reine Serummenge (4 | 9.0075) 0,005 5 | 0,004 0,003 | 0,0025| 0,00 0,0015 
in ccm 4) | | | | | os 
| | | | 
500 | 666 


Entsprech. Zahl der 100. 153 | 200 | 250 333 | 400 
Antitry psineinheiten| | | | | 








GroBere Schwankungen der Antitrypsineinheiten kamen 
selten vor und deshalb geniigte eine solche Reihe von 8 Probier- i 
gliischen gewohnlich. Von trockenen Organen kamen gewohnlich ; 


folgende Mengen zum Versuch: 
ea tt dk ne 


| | | 
Menge des trockenen| 0,006 0 0048 0,0032 0 ial ms 0,001 (0, “ 0006 0 ee ,0032,0,0024 0,0002 
| | 
| 


Organs in g*) | | | | 
Entsprech. Zahl der 160 | 9200 | 277 | 416 1000) ‘anes 1660) 2500 
Antitrypsineinheiten | | | | | | 

Bei diesen Versuchen geniigten 9 Probierglaser. 
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‘) Agemessen in Verdiinnungen 1: 200. 
*) Abgemessen als Extrakt 1: 250. 








Titigkeit des Blutes und der Gewebe bei Pankreasexstirpation. I. 397 


Meine Untersuchungen umfassen folgende Gruppen von 
Versuchstieren : 

1. I, Il, UI gesunde Hunde. 

2. IV, V operierte Hunde (pankreaslos) getitet am 6. und 
9. Tage nach der Operation. 

3. VI, VII, VIII operierte Hunde (pankreaslos), Dauerver- 
suchstiere, getoOtet am 20., 22. und 37. Tage nach der Operation. 

4, IX, X operierte Hunde (pankreaslos), mit deutlich aus- 
gesprochener Gelbsucht, getétet am 6. und 9. Tage nach der 
Operation. 

5. XI operierter Hund (pankreaslos), mit unterbundenem 
Duct. choled., getdtet am 12. Tage nach der Operation (siehe 
umstehende Tabelle). 

Aus Tabelle IV geht hervor, dafi schon kurz nach der 
Exstirpation eine Antitrypsinabnahme des Serums stattfindet 
und daf} dieselbe bei einigen Tieren (1X und II) schon am 3. Tage 
sehr bedeutend ist und am 10. bis auf die Halfte der urspriing- 
lichen Norm sinkt. Eine vollstindige Abnahme der hemmenden 
Eigenschaft des Blutes wurde niemals, sogar bei Hunden, die 
zur Zeit der groften Schwache getétet wurden, beobachtet. 

Bei den gelbsiichtigen Hunden ([X und X) fand keine 
Antitrypsinsteigerung statt; bei dem Hunde XI mit unterbun- 
denem Gallengang und Hund VIII mit deutlich ausgesprochener 
Gelbsucht wurde nur in den ersten Tagen nach der Operation 
eine bedeutende Steigerung der hemmenden Eigenschaft des 
Blutes konstatiert; am 20. Tage konnte beim Hunde VIII im 
Harne kein Gallengehalt mehr festgestellt werden, und am 
36. Tage, wo dieser Hund (VIII) getétet wurde, war auch das 
Serum gallenfrei und der Gallengang zeigte absolut keine Ver- 
anderungen. 

Es findet also unter dem Einfluf der Pankreas- 
exstirpation eine zum Lebensschlu8 steigende Ab- 
nahme der hemmenden Wirkung des Blutes statt, ohne 
daB dieselbe sogar zur Zeit der groften Schwiache vollstandig 
verschwindet. Auf einen Gallenausgu8 reagiert der Organismus 
offenbar nur in den ersten Tagen durch eine Steigerung der 
hemmenden Eigenschaft des Blutes. 
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Tabelle IV. 


Die Zahl der Antitrypsineinheiten des Blutes vor und nach der Operation. 
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Nach der Operation 
Nummer wo Getitet Vor = eo ere Sieniel 
der i der Tage der Bestimmung 
Hunde | Operati Operati | | | | | 
ae aon Pert a. | 4 | 6 | 7 | 8. | 9. | 44. 12. | 14. | 15. | 17. | 19. | 20. | 23. | 27. | 32. | 36 
REE rT TT. 
ae! el ee ee ee ee eee eee eee es eee | —|—|—|~|— 
' | 
rr ath lUMtlhl!hlUflhUalhlU ee S| OCS eee oe eo eee 
ta | 
2 | 
gs VI | 18,/V. 7,JVI.]} 400 | — | 400) — | — | 333)-— | 250| — | 250| — | 200, — 168 sit Sack Ee Lae 
o 2) | 
2 
> Vil | 13/XIL | 3./1. 400 —— a | ~- |e) — | + | — ee | }100; —| —| —|— 
| | | | | | 
VIN} 22/V. | 27/VL} 666 [2500 — |1000) — | — 250} — | 200} — | 200) — | 153) — | 153 100] 153) 153 
~~" “,  &-.  f | | | | | | | | | | 
| . 2.5 2. ae a 4 tt 4 Y FY 
IX | 14/V. | 20/V. | 500 | 153) — | 133) — | — | — 
| ra) fe Deutlich ausgesprochene Gelbsucht 
X | 11/V. | 20/V. | 400 — | soo] — | — | — | 2501} 
2 XI 4./II. 16./II. 400 — 1000 — | — 1333 — | — | 250 Unterbundener Duct. choled. 
on | | ee ee 
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Von Interesse sind die Antitrypsinbestimmungen an, am 
zweiten und vierten Tage nach der Operation an einer durch 
eine ausgesprochene Duodenumgangriin verursachten Peritonitis, 
eingegangenen Hunden, wobei in diesen Fallen eine kolossale 
Resorption von Zersetzungsprodukten stattfindet. 


Tabelle V. 


Antitrypsineinheiten im Serum. 
Cn _________ ] 





Tag Vor | Am | 

der Exitus der 2. Tage | 3. Tage | 4. Tage | 5, Tage 
Operation Operation nach der Operation 

1912 | 

24./IV. 26./1V. 500 500 ~- | — —- 

27./II. 4./III. 400 _ 500 | — 400 

23,/Il. | 26./III. 666 — — | 500 — 

















Es wurde also bei den an einer Peritonitis ein- 
gegangenen Hunden niemals eine Steigerung der hem- 
menden Eigenschaft des Blutes beobachtet. 


Die folgenden Tabellen umfassen die Bestimmungen der 
hemmenden Eigenschaften der Organextrakte. Die Antitrypsin- 
bestimmungen in den Organen der gelbsiichtigen Hunde sind 
in besondere Tabellen zusammengefabt. Der Gewichtsverlust 
wahrend der postoperativen Periode ist sehr bedeutend (der 
Hund VIII wog vor der Operation 22 Kilo, am Tage der Tétung 
11,20 Kilo, der Hund VII 21,15—11,18 Kilo). Fortsetzung des 
Versuchs war mit der Gefahr verbunden, die Tiere plitzlich 
in der Nacht zu verlieren, da sie bei so bedeutendem Gewichts- 
verlust schon stark abgeschwiicht waren. 

Aus dieser Tabelle (VI) geht hervor, daf die hem- 
mende Eigenschaft der Organe pankreasloser Hunde 
gegen die verdauende Wirkung des Trypsins stark 
vermindert ist. Besonders veranschaulichend ist Tabelle VII, 
in der die Versuchstiere in 4 Gruppen eingeteilt sind, und die 
die Mittelwerte der Antitrypsineinheiten bei gesunden Hunden 
und bei Hunden nach der Pankreasexstirpation enthialt, wobei 
in der zweiten Rubrik die Zahl der Antitrypsineinheiten bei 

28* 
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gesunden Hunden mit 100 bezeichnet ist; die Mittelwerte fiir 
pankreaslose Hunde stehen niedriger in derselben Rubrik und 
sind zu 100 dieser Einheiten bei gesunden Tieren berechnet. 
In der dritten Rubrik steht die in Prozenten berechnete Anti- 
trypsinverminderung. 

Wir finden in der Tabelle VII schon am 6.—9. Tage eine 
40—65°/o erreichende Abnahme der hemmenden Eigenschaft 
der Organe und konstatieren dieselben Verainderungen bei gelb- 
siichtigen Hunden. Bei zum Schlu® ihres Lebens getoéteten 
Hunden wurde eine 80—90°/o erreichende Abnahme der hem- 
menden Eigenschaft der Organe konstatiert. Alle diese Werte 
kénnen natiirlich nicht als absolut angesehen werden, bestitigen 
aber doch die Tatsache, dafi unter dem Einfluf8 der Pankreas- 
exstirpation eine sehr bedeutende Verminderung der hemmenden 
Eigenschaft der Organe stattfindet, und da8 es nicht zum voll- 
stindigen Verschwinden dieser Eigenschaft sogar bei zur Zeit 
der groébten Schwiche getéteten Tieren kommt. Da die Methodik 
der Antitrypsinbestimmung verhaltnismabig subjektiv ist, konnen 
die Zahlen natiirlich nicht als absolut aufgefabt werden und 
gelten bei Vergleichsversuchen nur zu Hénden ein und des- 
selben Forschers. 

Die Dauerversuchstiere wurden zur Zeit ihrer aubersten 
Schwiiche, bei einer bis 50°/o erreichenden Gewichtsabnahme 
und voller Appetitlosigkeit, Triibung der Sklera, Eiterung der 
Augen und einem 4—8—10°/o erreichenden Zuckergehalt des 
Harnes (spez. Gew. 1,050—1,060) getitet. 

Alle Symptome sprachen dafiir, daB die Tiere am Schlusse 
ihres Lebens standen, und daf ein Fortsetzen der Versuche 
mit der Gefahr, dieselben zu verlieren, verbunden war. Die 
Hunde wurden, wie schon erwiéhnt, zur Zeit der gr6éSten 
Schwache getOtet; ich will natirlich nicht behaupten, daB es 
nicht zum vollstaéndigen Verschwinden des Antitrypsins kommen 
kann, wenn die Tiere vor dem natiirlichen Tode stehen. In 
der Schilddriise fand im Vergleich zu den anderen Organen 
eine geringere Antitrypsinverminderung statt. 

Von bedeutendem Interesse ist die von mir konstatierte, 
auffallend starke, im Vergleich zu den anderen Organen hem- 
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mende Eigenschaft der Gland. submaxillar. (Unterkieferspeichel- 
driise), tiber die ich hier vorlaufig nur kurz berichte, ohne 
jegliche SchluBfolgerungen aus dieser Beobachtung zu ziehen. 





Neben den Antitrypsinbestimmungen wurde von mir 
auBerdem der Fett-, Cholesterin- und Phosphorgehalt der Or- 
gane pankreasloser Hunde bestimmt, wobei es sich erwies, dab 
der Fettgehalt ohne jeglichen Einflu’8 auf die hemmende Eigen- 
schaft der Organe gegen die verdauende Wirkung des Tryp- 
sins ist. In diesen Organen, wie es mit der Leber der Fall 
ist, findet unter dem EinfluB der Pankreasexstirpation eine 
kolossale Steigerung des Fettgehalts statt; wir haben statt 
2.5 bis 4°/o einen Fettgehalt von 20—30—40°/o (die Trocken- 
substanz betrigt ca. 56°%/o; der nach Kumagawa und 
Suto hergestellte Atherextrakt 41,3°/o), und hier kommt es 
natiirlich zu einer starken Veranderung der chemischen Zu- 
sammensetzung der Organe (auf Kosten infiltr. Fettes) und 
einer dadurch bedingten Verminderung (Leber) der hemmenden 
Eigenschaft, da wir in einem aliquoten Teil trockner Substanz 
viel weniger stickstoffhaltige Verbindungen und bedeutend mehr 
Fett haben. Auf alle diese Veraénderungen will ich in einer 
nichsten Mitteilung zuriickkommen, hier aber sei nur erwihnt, 
daB in allen Organen, wo eine bedeutende Fettinfiltration statt- 
findet, zugleich eine Abnahme des Phosphor- und Stickstoff- 
gehalts konstatiert wurde, wobei das Verhiltnis des Stickstoffs 
zum Phosphor dasselbe blieb, wie bei gesunden Tieren bei 
einem Fettgehalt von 2,5—4°/o (Leber). 

Bei pankreaslosen Hunden findet also in der Leber eine 
bedeutende Abnahme stickstoffhaltiger Verbindungen auf Kosten 
einer kolossalen Fettinfiltration statt, und es ist selbstverstind- 
lich, da& die zu Fermentbestimmungen im Verhiltnis 1 : 50 
hergestellten Extrakte bedeutend schwicher in ihrer hemmenden 
Eigenschaft sein miissen, da die zur Herstellung benutzte 
Trockensubstanz des Organs (Leber) bis zur Hilfte aus Fett 
besteht. Aus diesem Grunde sind Fermentbestimmungen in 
Extrakten der Leber nicht fehlerfrei. Die in den anderen 
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Organen konstatierten geringeren Veranderungen im Fettgehalt 
sind bei Berechnung der fermentativen Energie dieser Organe 
nicht von wesentlicher Bedeutung. 

Auf Grund meiner Beobachtungen will ich sagen, 
daB Phosphor- und Stickstoffbestimmungen, sowie 
verschiedene quantitative Analysen von Organen und 
Geweben, sogar bei Berechnung der fermentativen 
Energie durch Fettbestimmungen begleitet sein mis- 
sen, da ein nicht berticksichtigter Fettgehalt zu Fehl- 
schlubfolgerungen fiihren kann. Bei verschiedenen Ver- 
gleichversuchen, hauptsachlich beiZunahme der Trockensubstanz, 
sind Fettbestimmungen unentbehrlich. 

Die unter dem Einfluf der Pankreasexstirpation konsta- 
tierte, sehr bedeutende Verminderung der hemmenden Eigen- 
schaft der Organe gegen die verdauende Wirkung des Trypsins 
bleibt bei Beriicksichtigung des Fettgehalts der Organe und 
kommt nicht zum vollstaéndigen Verschwinden sogar zum SchluB 
des Lebens. 

Auf Grund meiner Untersuchung kann ich sagen, 
dafi der Pankreas fiir das Antitrypsinschicksal des 
Blutes und der Organe resp. Gewebe von wesentlicher 
Bedeutung ist. Fehlt dieses Trypsinlaboratorium — 
so findet Verminderung der hemmenden Eigenschaft 
gegen die verdauende Wirkung des Trypsins statt. Es 
ist kein Grund vorhanden, die Existenz eines wahren Anti- 
ferments Trypsin gegentiber zu leugnen. Der Reiz zur Anti- 
trypsinbildung wird hauptsachlich durch Trypsin gegeben. Nach 
Kurt Meyer ist Trypsin ein Antigen und das Antitrypsin 
sein Antikoérper. 

Da der Organismus bei Pankreasexstirpation die hemmende 
Kigenschaft des Blutes und der Organe nicht vollstandig ver- 
liert, so kénnen wohl verschiedene Quellen fiir die Bildung 
von Antifermenten gegen proteolytische Fermente angenommen 
werden. Der Reiz zur Bildung von Antifermenten (Antitrypsin) 
kann ebenso durch Leukoprotease (Poggenpohl) ') oder freige- 


') Poggenpohl, Arch. de Med. exper. et d’Anat. ped., Bd. 21, 
Nr. 6, 1909. 
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wordene Gewebsproteasen gegeben werden. (K. Meyer, 
Braunstein).') 


/ 4 


Nichts spricht heute fiir die Existenz im Organismus von 
Saiugetieren spezifischer Antifermente gegen diese verschiedenen 
proteolytischen Fermente. Es kénnte mdglich sein, dab unter 
verschiedenen pathologischen Verhiltnissen der Reiz zur Anti- 
fermentbildung durch eins dieser proteolytischen Fermente ge- 
geben wird und dafi der Organismus seine Schutzstoffe dann 
gegen das betreffende Ferment resp. gegen Leukoprotease, 
Gewebsproteasen oder Trypsin richtet. Ich will annehmen, 
daf das Leukoferment, Gewebsproteasen und hauptsachlich 
das Trypsin fiir das Antitrypsinschicksal von wesentlicher Be- 
deutung sind. Das Antitrypsin ist ein Reaktionsprodukt des 
Organismus gegen diese als Antigene funktionierenden Tryptasen. 

Die Frage, ob das Normal- und Immunantitrypsin identisch 
sind, steht heute offen, jedenfalls spricht nichts dagegen, die- 
selbe, wie Kurt Meyer es meint, zu bejahen. 

Was die Frage anbetrifft, ob der Organismus die Fiihig- 
keit besitzt, Antifermente gegen kérpereigene Stoffe zu bilden, 
so finden wir Bestitigungen dafitir in den Mitteilungen von 
Metallnikoff?), Adler,*) K. Meyer und Uhlenhut.*) Auch 
theoretisch konnte nichts dagegen ausgesetzt werden, da der 
Organismus doch gegen manche Stoffe, unabgesehen davon, 
ob sie kérpereigen oder fremd sind, Schutzmittel bilden muB, 
wenn diese Stoffe ihm schidlich werden. 

Was die Frage nach der Trypsinimmunisierung anbetrifft, 
so ist dieselbe verschieden beantwortet, wobei das vielleicht 
dadurch erklairt werden kann, dab von verschiedenen Forschern 
verschiedene Priparate angewandt wurden (Trypsin rein, Pan- 
kreastrypsin). 

Die Frage, ob der Organismus die Fahigkeit besitzt und 
ob er mit einer Antitrypsinsteigerung reagieren muB, ist durch 


') Braunstein, Med. Ovoip., 1909, Bd. 11; Deutsche Med. Woch., 
1909, S. 13; Bioch. Zeitschrift, Bd. 27. 

*) Metallnikoff, Pfliigers Archiv, Bd. 138, S. 14. 

3) Adler, Zeitschr. f. Immuntitsf., 1909, Bd. 3. 

*) Uhlenhuth (Festschrift f. R. Koch, 1902) zit. nach K. Meyer, 
Bioch. Zeitschr., Bd. 23, 1910. 
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Unterbindung der Pankreasgiange nicht gelést (Zunz),!) da wir 
nicht wissen, ob es sich um eine Aktivierung des Trypsinogens 
handelt und ob eine Uberschwemmung mit Trypsin, welches 
den Reiz bedingt, stattgefunden. 

Die Pankreasexstirpation bedingt eine bedeutende Ver- 
minderung der hemmenden Eigenschaft, was auf einen Zu- 
sammenhang des Antitrypsins mit der Trypsinresorption deutet. 
Da das Antitrypsin ein Reaktionsprodukt des Organismus gegen 
verschiedene proteolytische Fermente ist, so mtibte man es 
nach Oppenheimer?) als Antitryptase bezeichnen. Ob das 
Antitrypsin (Antitryptase) ein wahrer Antikoérper im Sinne der 
Immunitiitslehre ist und im Trypsin resp. Leukoferment und 
in den Gewebsproteasen sein Antigen hat, steht offen. Ver- 
schiedene Forscher versuchten die Immunitatserscheinungen 
durch fermentative Vorginge zu erkliren, wobei der Einfluf 
verschiedener Intoxikationen und Infektionen auf die fermen- 
tative Energie des Blutes und der Organe resp. Gewebe sicher- 
gestellt ist. «Bei an Pankreasdiabetes leidenden Menschen und 
pankreaslosen Tieren finden wir eine verminderte Resistenz 
der Gewebe darin, da8 entziindliche (infektidse) Erkrankungen 
leicht zur Eiterung oder Gangrine fiihren» (Naunyn). Die 
Rolle des Pankreas bei Bildung wahrer Antikérper ist noch 


nicht aufgeklirt. 


Schlu£folgerungen. 


1. Die fermentativen Eigenschaften des Antitryp- 
sins sind nicht widerlegt. 

2. Das Antitrypsin des Blutes wird in Verdin- 
nungen 1:10, 1:100, 1:500 bei 68° im Laufe einer 
Stunde vollstindig inaktiviert. 

3. Die Inaktivierung des Antitrypsins bei einer 
Temperatur von 73° und hoher, oder durch Aufkochen 
der Losung, fiihrt zu Tribungen und zur vollstandigen 


‘) Zunz, Bull. de ’académie de Méd. Belgique, 1905, 1909 (zit. 


nach Rosenthal). 
*) Die Fermente, IV. Aufl., Bd. 1, S. 474. 
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Veranderung der physikalischen Eigenschaften der 
LOosung und zu dadurch bedingten Fehlschlubfolge- 
rungen. 

4, Das Antitrypsin ist nicht dialysabel und gehort 
deshalb zu den Kolloiden. 

5. Bei pankreaslosen Hunden findet bei Fett- und 
Lipoidzunahme eine Antitrypsinverminderung statt. 

6. Nichts spricht heute fiir die Auffassung des 
Antitrypsins als eine Lipoideiweifiverbindung. 

7. Unter dem EinfluB der Pankreasexstirpation 
findet bei Hunden eine kurz nach der Operation be- 
ginnende Abnahme der hemmenden Eigenschaft des 
Blutes und aller Organe statt, die am 10. Tage der 
postoperativen Periode schon sehr bedeutend ist und 
ihr Maximum zum Schlusse des Lebens erreicht, aber 
nicht vollstaindig verschwindet. 

8. Der Reiz zur Antitrypsinbildung wird vom 
Trypsin gegeben; von nicht geringerer Bedeutung 
sind offenbar das Leukoferment und die Gewebspro- 
teasen. Das Antitrypsin ist ein Reaktionsprodukt des 
Organismus gegen diese proteolytischen Fermente 
und miuiBte als Antitryptase (Oppenheimer) bezeichnet 
werden. 

9. Bei Gelbsucht findet dazwischen nur in den 
ersten Tagen eine bald vortibergehende Antitrypsin- 
steigerung des Serums statt. 

10. Die Unterkieferspeicheldriise (Gland. submax.) 
zeigt im Vergleich zu den anderen Organen auffallend 
starke hemmende Eigenschaften gegen die verdauende 
Wirkung des Trypsins. 








Untersuchungen uber die chemische Zusammensetzung 
und Bildung der Enzyme. 
XI. Mitteilung. 
Von 
Hans Euler und K. G. Dernby. 





Mit sieben Kurvenzeichnungen im Text. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Januar 1914.) 

Durch Vorbehandlung von Hefe mit zuckerhaltigen Nahr- 
lésungen wird, wie der eine von uns mit seinen Mitarbeitern 
gezeigt hat, die Inversionsfahigkeit der Hefe bedeutend ge- 
steigert, was vermutlich auf einer Erhéhung des Invertase- 
gehaltes beruht, und zwar ist diese Enzymbildung unabhingig 
von der Natur des in der Nahrlisung gelésten Zuckers; der 
Effekt tritt naimlich mit Glukose und Mannose ebensowohl ein 
als mit Rohrzucker. 

Zur Aufklarung der Vorgéange, welche zu dieser ver- 
mehrten enzymatischen Wirksamkeit fiihren, wurden im hiesigen 
Laboratorium schon vor einiger Zeit einige Vorversuche an- 
gestellt,!) um zu ermitteln, ob unter der gleichen Vorbehand- 
lung auch andere Enzymreaktionen eine Verstarkung erfahren. 
Beziiglich der Nucleinséiurespaltung war ein positives Resultat 
erhalten worden und es erschien uns deshalb lohnend, den 
Einflu8 der Vorbehandlung auf die fiir die Entwicklung der 
Hefe so wichtigen proteolytischen Enzyme zu untersuchen, um 
so mehr als dieselben nach den Untersuchungen F. Ehrlichs 
mit den Giérungsenzymen der Hefe in nahem Zusammenhang 


stehen miissen. 


') Vgl. Diese Zeitschrift, Bd. 79, S. 298, 1912. 
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Die proteolytischen Enzyme der Hefe machen sich am 
deutlichsten geltend bei der Autolyse, wo die Eiweifispaltung 
gegeniiber allen anderen Vorgiingen in den Vordergrund tritt. 
Demgemaf} ist auch die Wirkung der proteolytischen Enzyme 
am hiaufigsten beim autolytischen Zerfall des Hefeneiweibes 
studiert worden. Nicht minder interessant ist aber die Spaltung 
der Hefenproteine, welche unter normalen Verhiiltnissen ein- 
tritt und mit den Lebenserscheinungen der Hefe aufs engste 
verknipft ist. Besonders diese normale enzymatische Eiweil- 
spaltung, welche wir als Autoproteolyse bezeichnen wollen, 
bedarf noch in vieler Hinsicht der Aufklarung, und es sollen 
diesem Vorgang in der nichsten Zeit im hiesigen Laboratorium 
eine Reihe von Untersuchungen gewidmet werden, besonders 
hinsichtlich der Anpassung der proteolytischen Enzyme an 
diuBere Bedingungen. 

Unsere ersten Arbeiten betreffen die Abspaltung von 
Aminostickstoff und gesamtem, geléstem Stickstoff in plasmo- 
lysierter Hefe unter der Einwirkung der proteolytischen Enzyme. 
Bevor wir auf diese Versuche niiher eingehen, wollen wir 
unsere im folgenden stets wiederkehrende Versuchsmethodik 


beschreiben. 


Versuchsmethodik. 


Die Hefe wurde bei allen Versuchen in plasmolysiertem 
Zustande untersucht. Dadurch wird erreicht, dai die Reak- 
tionsmasse bei der Verdauung viel homogener ist, als wenn 
intakte Hefezellen zur Anwendung kommen, und es_ braucht 
auf die Loslichkeit der proteolytischen Enzyme keine Riicksicht 
genommen zu werden. Die Plasmolyse wurde stets in der 
Weise ausgefiihrt, dab fiir jeden Verdauungsversuch 10¢ ge- 
waschene und abgeprefte Hefe (der hiesigen St. Eriksbrauerei) 
mit 10 cem Glycerin wéhrend drei Stunden bei Zimmertem- 
peratur stehen gelassen wurde. Wahrend dieser Zeit wurde 
die Hefe so gut wie vollstandig verfliissigt und nun mit 10 ccm 
Chloroformwasser und 50 cem destilliertem Wasser versetzt. 
Jeder Kolben wurde nun mit Baumwolle verschlossen und in 
einen Thermostaten von 37° eingesenkt. Aus diesem wurden 
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die einzelnen Kolben nach bestimmten Zeiten, welche aus den 
folgenden Tabellen hervorgehen, entnommen. Die Reaktion 
wurde dadurch abgebrochen, dafi jeder Kolben nach Zusatz 
einiger Tropfen von Eisessig in ein kochendes Wasserbad 
eingetaucht wurde, wodurch die Abtidtung der Enzyme und 
die Koagulation von Eiweif erreicht wurde. Der Kolbeninhalt 
wurde nun in einen MeBkolben tibergefiihrt, auf 100 ccm ver- 
diinnt, filtriert und vom Filtrat wurden teils 20 ccm zur Be- 
stimmung des Stickstoffgehalts nach Kjeldahl verwendet, teils 
40 ccm zur Bestimmung des gelésten Aminostickstoffes nach 
der ausgezeichneten Methode von S6rensen — in der Aus- 
fiihrungsform von Jessen-Hansen,!) welche wegen der An- 
wesenheit von Phosphorséiure angewandt werden mub. 

40 ccm Loésung wurden mit 2 g krystallisiertem Baryum- 
chlorid, ferner mit 1 ccm 0,5°/oiger Phenolphtaleinl6sung und 
dann mit soviel Normal-Baryt versetzt, daf Rotfarbung ein- 
trat, und hierauf mit einem Uberschu8 von 5 cem. Diese 
Mischung wurde auf 100 ccm verdiinnt. Nach einer halben 
Stunde war das Carbonat und Phosphat ausgefallen. Von der 
iiberstehenden klaren Fliissigkeit wurden 50 ccm (entsprechend 
20 ccm der Lésung) abfiltriert, mit 0,2 normaler Salzsaure 
unter Anwendung von Lackmus neutralisiert. Hierauf werden 
15 ecm Formolmischung zugefiigt und mit 0,2 normalem Baryt 
«zum dritten Stadium» titriert, unter Vergleich mit einer Kon- 
trolldsung. Werden x ccm verbraucht und der Titer ist n, so 
enthilt die Probe 

n-x-2,8 mg Stickstoff. 

In jedem verwendeten Hefematerial wurde besonders der 
Trockengehalt und der Stickstoff nach Kjeldahl (mit Queck- 
silber) bestimmt. 


Versuche. 


I. 


Wir zeigen zunichst die Ubereinstimmung der nach den 
beiden Analysenmethoden erhaltenen Kurven. 


!) Siehe Jessen-Hansen in Abderhaldens Handbuch der bio- 
chem. Arbeitsmethoden, Bd. 6, S. 270. 
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Tabelle I (Fig. 1). 
2 g abgeprefite Hefe enthielt 40,04 mg Stickstoff. 




















lo Stickstoff 
Stunden SEES PERE ——______— 
Amino (S) | Total (K) 
0 6 12 
16 96 26 
40) 45 51 
66 53 58 
88 60 64 
Tabelle IL. 


2 abgeprefite Hefe enthielt 36,4 mg Stickstoff. 














°o Stickstoff 
Stunden — — ret 
Amino (S) | Total (K) 
0 8 14 
14 29 29 
110 72 | 71 





In den folgenden Versuchen haben wir der leichteren 
Ausfiihrung wegen zum grofen Teil die Formoltitration ange- 
wandt. 

Mit dieser Methode sind die Ergebnisse der folgenden 
Tabellen gewonnen. 
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Tabelle III. 
Stunden % N 
() 8 
14 29 
38 44 
62 D8 
110 | 72 
Tabelle V. 
Stunden % N 
0 10 — 
MW) 52 
112 82 














Tabelle IV. 
Stunden % N 
0 | 11 
16 | 35 
40) 46 
112 79 
Tabelle VI. 
Stunden °%o N 
0 8) 
16 30 
136 80 


Auf die Ziffern der obigen Tabellen III—VI beziehen sich 
die Kurven der folgenden Figur 2. 
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Was den Ver- 
lauf dieser Kurven 
betrifft und die 

Wiedergabe 
der Zahlen durch 
eine Formel, so 
verweisen wir auf 
die folgende Mit- 
teilung des einen 
von uns (Dernby) 
im gleichen Heft 
dieser Zeitschrift. 

Nachdem durch 
die angegebenen 


Versuche die Form des zeitlichen Verlaufs der Autolyse fest- 
gestellt ist, muB auf die absolute GrofBe des gespaltenen Eiweifes 
mit einigen Worten eingegangen werden. 

Unsere ersten Versuche waren in etwas anderer Weise 
angestellt worden als oben angegeben, insofern die Autolyse 
nicht in Gegenwart von 60 ccm, sondern nur von 10 ccm 
Wasser vor sich ging, so daf das Glycerin angenihert 50°/oig 
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war. Bei dieser Versuchsanordnung wurde nur eine Spaltung 
von etwa 16°/o erzielt, waihrend sich spiéter bei den oben be- 
schriebenen Konzentrationen 70 °/o des Kiweifes in der gleichen 
Zeit hydrolysierten. Die Abhangigkeit des Spaltungsgrades bei 
verschiedenen Glycerinkonzentrationen unter Einwirkung der 
gleichen Enzymmenge geht aus der folgenden Figur 3 hervor. 

Das Ergebnis dieser Versuche steht in qualitativer Uber- 
einstimmung mit Angaben von Gromow und Grigorieff.') 
Quantitativ unterscheiden sich allerdings unsere Ergebnisse 
von denjenigen der genannten Autoren insofern, als dieselben 
eine gréBbere Hemmung durch Glycerin fanden, was vermutlich 
darauf beruht, dali sie mit nicht plasmolysierter Hefe arbeiteten. 












































Um zu unter- “0 : 
suchen, ob und in F79. ?. 
welchem Grade . 
unsere Versuchs- al 19% — 
ergebnisse von 60 al 
der Dauer der a 
Plasmolyse ab- 40 v | -g 30% 
hingig sind, % Ny a 
wurden folgende g|_{~ —* 
Versuche ausge- mea 
fihrt. Ein und a | 
dieselbe Hefe 20 40 60 80 0 120 
wurde in einer Stunden 


Anzahl Kolben teils eine Stunde teils zwei Stunden und teils 
drei Stunden plasmolysiert, worauf der Autolyseversuch in der 
oben beschriebenen Weise bei 37° angestellt wurde. Die Ver- 
suchsresultate sind in der folgenden Tabelle ersichtlich. 


Tabelle VII. 

















Autolysezeit |  °/o N nach Plasmolysezeit in Stunden _ 
in Stunden 1 | 2 | 3 
0 8 | 9 9 
18 29 31 | 31 
> | 
136 80 79 | 79 








1) Diese Zeitschrift, Bd. 42, S. 299, 1904. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXIX. 29 
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Es zeigte sich also, dafs unsere Ergebnisse von der will- 
kiirlich gewahlten dreistiindigen Dauer der Plasmolyse ganz 
unabhingig sind, so dafi sie einen weitgehenden Grad von 


Giltigkeit besitzen. 


EinfluB einiger Oxydationsmittel auf die Autolyse. 


Nach Angaben von Gromow (Il. c.) soll Kaliumnitrat die 
Autolyse der Hefe in hohem Grade beeinflussen; zufolge einer 
Messung nach 120-stiindiger Autolyse sollte die Reaktions- 
geschwindigkeit durch KNO, um 95°/o angewachsen sein. 
Qualitativ wurde diese Beobachtung von Palladin') bestatigt, 
welcher jedoch eine schwachere stimulierende Einwirkung fand. 

Diese an sich interessante Einwirkung von Kaliumnitrat 
veranlabte uns zu einer Nachpriifung und einer Erweiterung der 
Versuche mit zwei anderen Oxydationsmitteln, némlich Kalium- 
chlorat und Wasserstoffsuperoxyd. 

In 12 Kolben wurde Hefe in gewohnlicher Weise plas- 
molysiert. In der Versuchsreihe wurde die Hefe mit 60 ccm 
Wasser versetzt, in der Versuchsreihe B mit 60 ccm 5°/oiger 
Kaliumnitratlbsung, in der Versuchsreihe C mit ebensoviel 
5°/oiger Kaliumchloratl6sung und in der Versuchsreihe D mit 
60 cem 1°/oigem Wasserstoffsuperoxyd. 

Die Ergebnisse waren die folgenden : 


Tabelle VIII. 
nner ener reer e rere ener reer ee eee eee 

















%o N 
Stunden A B Cc D 
Wasser 5°/o KNO, | 5°%o KCIO, | 1°%/o H,O, 
0 10 10 10 10 
40) 52 64 58 52 
112 82 88 88 78 














Ks zeigt sich also auch bei unseren Versuchen eine, aller- 
dings geringfiigige Erhdhung der Endotryptasewirkung durch 
Kaliumnitrat und auch durch andere Oxydationsmittel. 


1) Biochem. Zeitschrift, Bd. 44, S. 318, 1912. 
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EinfluB von Antiproteasen auf die Autoproteolyse. 


Buchner’) hat bekanntlich vor einiger Zeit nachgewiesen, 
daB der Hefeprefsaft einen Stoff enthalt, welcher die eiweib- 
artigen Bestandteile des HefepreBsaftes gegen die Einwirkung 
der proteolytischen Enzyme schiitzt. Die Kenntnis dieser Stoffe 
ist natiirlich fiir die Beurteilung des Verlaufes der Proteolyse 
in der Hefe von grofier Bedeutung und besonders fiir die Auf- 
fassung, welche man sich hinsichtlich einer vermehrten pro- 
teolytischen Tatigkeit durch den Einflu’ einer Vorbehandlung 
zu bilden hat. Wir haben deswegen den Antiproteasen einige 
Versuche gewidmet, und besonders versucht dieselben direkt 
aus der lebenden Hefe zu gewinnen. 

100 g lebende Hefe wurden direkt mit 400 cem kochendem 
Wasser iibergossen, 15 Minuten lang extrahiert und hierauf 
durch Filtration von der Fliissigkeit getrennt, in welcher die 
Gegenwart von Antiproteasen vermutet werden konnte. 

In einer Serie von Autolyseversuchen wurde nun ein Teil 
der Kolben mit 50 ccm dieses Extraktes an Stelle mit 50 ccm 
destilliertem Wasser ver- 



































setzt. Der Hefeextrakt ent- Kial4 
hielt selbst Stickstoff und gy — 
zwar hauptsachlich Amino- 
stickstoff. Diese Quantitat 60 ‘a teak’ a 
wurde im letzteren Teil der ne ter 
Tabelle von allen erhal- -. Frat 
tenen Werten subtrahiert. 0 7 “ie s 
DienebenstehendenKurven 44, Fa a 
zeigen (Fig. 4 und Tab. IX), 22-4 
dafi der Einflu8 des so ~~ 

gewonnenen Extraktes 





ziemlich gering, aber 20 WW 60 $0 Wo 
immerhin merkbar ist. ne 

Derartige Versuche sollen gelegentlich mit einem giinstigeren 
Verhialtnisse von Antiprotease und proteolytischem Enzym wieder- 
holt werden. 





') Biochem. Zeitschr., Bd. 19, S. 191, 1909. 
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In diesem Zusammenhang sei ein Versuch angegeben, 
welcher zeigt, dafi die Endotryptasewirkung der Hefe wahrend 
der Autolyse derselben zunimmt. 

Frisch abgeprebte Hefe (je 10g) werden mit 10ccm Glycerin 
wihrend drei Stunden bei 18° plasmolysiert, in der Versuchs- 
reihe A sofort, in der Versuchsreihe B nach dreitaégigem Stehen 
mit 3 Tropfen Chloroform bei 18°. Die plasmolysierte Hefe 
wird dann bei 37° der Selbstverdauung tiberlassen, worauf der 
geloste Stickstoff teils nach Kjeldahl, teils nach Sérensen 
bestimmt wurde. Worauf die gefundene Erhéhung der proteo- 
lytischen Wirksamkeit beruht, ob auf einem vermehrten Enzym- 
gehalt, ob auf der Bildung eines Aktivators oder der Zerstérung 
einer hemmenden Substanz, ist noch schwer zu sagen. | 














Stunden tie 
Sofort | Nach 3-tagiger Autolyse 

0 8 12 

14 29 —_ 

38 At 52 

62 58 69 

86 — 76 
110 72 -- 








II. 
EinfluB der Vorbehandlung auf die Wirkung der Endotryptase. 


1. VergréBerung der Geschwindigkeit der Auto- 
proteolyse. 


Wir kommen nun auf das eigentliche Thema dieser Unter- 
suchung. Zunichst hatten wir festzustellen, in welcher Weise 
durch eine Vorbehandlung, welche durchaus derjenigen ent- 
sprach, welche friiher zur Veranderung des Invertasegehalts ange- 
wandt wurde,') auf die tryptische Verdauung der Hefe einwirkt. 

Die Versuchsanordnung zur Feststellung der Geschwindig- 
keit der Verdauung entsprach ganz der in den vorhergehenden 


') Vgl. Euler u. Johansson, Diese Zeitschr., Bd. 76, S. 388, 1912. 
Euler und Meyer, ebenda, Bd. 79, S.274, 1912. 
Euler und Johansson, ebenda, Bd. 84, S. 97, 1913. 
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Tabelle IX. 





°/o Stickstoff (nach Sérensen) 











Stunden ~ Ohne Zusatz Anstatt Wasser mit 50 ccm 
von Hefeextrakt | antiproteasehaltigem Hefeextrakte 
0 8 8 
14 29 22 
38 A+ 41 
62 58 54 
110 72 63 








Versuchen befolgten. Der Stickstoff wurde sowohl nach der 
Methode von Kjeldahl als nach derjenigen von Sérensen 
bestimmt. 

Die Vorbehandlung geschah in folgender Weise: 

91 Lindners Nahrlésung wurden auf 6 Stiick 2-l-Kolben 
verteilt und jeder mit 15 g Hefe geimpft, nachdem eine genaue 
Sterilisierung der LOsung vorgenommen worden war. Die Nahr- 
ldsung nach Lindner enthielt folgende Stoffe im Liter: 

MgSO, 0,25 g Asparagin 4.00 g 
H,KPO, 5,00 g Rohrzucker 20,00 g 

Nach einer Vorbehandlung von 48 Stunden wurde die 
Hefe abfiltriert, gewaschen und auf Ton getrocknet. Dann 
wurde Trockensubstanz und Stickstoff bestimmt (siehe folgende 
Tabelle). 

















Tabelle X. 
*o Stickstoff y 
a b 
ny on Urspriingliche Hefe. Vorbehandelte Hefe. 
Trockensubstanz 31,2 °/o Trockensubstanz 26,2 °/o 
°o N pr. > 6,3 °/o/%/o N pr. » 7,3 0/4 
K | S K | S 
0 12 6 15 | 12 
16 26 26 eo |; = 
40 51 45 - | 57 
64 58 53 a 
88 64 60 ~ | — 
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Tabelle XI. 
a ____________________ 
A B 
a Urspriingliche Hefe Vorbehandelte Hefe 
nde 48 Stunden bei 28° 
Trockensubstanz 31,5°/o Trockensubstanz 25,5 °/o 
%o Npr » 6,0°/o)°/o N pr. » 7,3°/o 
0 8 10 
15 29 ss 
39 44 62 
63 58 — 
87 66(?) 88 
Wie aus den obigen 
100 Tabellen ohne weiteres 
Figs. ersichtlich ist, wurde die 
80 I? |e 4 rk 
- Endotryptasewirkung 
durch die Vorbehand- 
60 a lung erhoht. Aus den 
r ‘ilies Konstanten, welche der 
40 P. eine von uns aus diesen 
9 Zahlen berechnen 
tN ie erg 
20 konnte, ergibt sich fiir 
die Verdauungsge- 
schwindigkeit der un- 
20. 40 bo 80. 100 vorbehandelten und vor- 
Stunden behandelten Hefe ein 


Unterschied von 36°/o. 


Auf die gute Ubereinstimmung zwischen den nach den 
beiden analytischen Methoden gewonnenen Kurven sei _ be- 


sonders hingewiesen. 


2. EinfluB der Temperatur auf die Vorbehandlung. 


Die Invertasebildung ist, wie aus friiheren Versuchen 
hervorgeht, recht bedeutend von der Temperatur abhingig, ') 
etwa im selben Grade wie die Bildung des Protoplasmas. 

Auffallenderweise hat sich die Vorbehandlung in bezug 
auf die Endotryptase ziemlich unabhangig von der Temperatur 


‘) Euler und Cramér, Diese Zeitschr., Bd. 89, S. 272, 1914. 
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gezeigt. Es wurden drei Kolben, die im tibrigen ganz wie in 
vorhergehenden Versuchen bereitet und behandelt wurden, in 
einem Thermostaten bei 26—30° gehalten, wihrend sich drei 
Parallelversuche an der freien Luft bei einer mittleren Tempe- 
ratur von 6—7° befanden. 

Wie sich aus der Tabelle XII ergibt, steigt der Endo- 
tryptasegehalt deutlich im Verlauf der Vorbehandlung, ohne 
daB die Temperatur einen EinfluB8 darauf ausiibt. 


Tabelle XII. 
Tn __________t 
°o Stickstoff nach Sérensen 


b | - * 








a | 
Stunden ’ 4 94 ~9;,|\Beica.6° vorbehandelt Bei 28° vorbehandelt 
Trockensubst. 31,5°%/o| in 48 Stunden ___—_siin 48 Stunden 


°fo N in do. 6,0°/o| Trockensubst. 26,5°/o Trockensubst. 25,5 °%/o 
Ohne Vorbehandlung|°/o N in do. =7,0°%o °/o N in do. = 7,3 %o 








0 8 13 | 10 
39 44 62 | 62 
87 66 85 | 88 


3. Uber die gleichzeitige Anderung der Verdauung 
und Garung durch die Vorbehandlung. 


Die Hefe wurde in der gewohnlichen Weise teils 47 und 
teils 95 Stunden vorbehandelt. Die Verdauungsgeschwindigkeit 
und die Giarungsgeschwindigkeit der Hefe wurde sowohl vor 
als nach diesen Vorbehandlungen untersucht. Die Tabellen XIII 
und XIV und Fig. 6 und 7 ergeben die Resultate dieser Ver- 


suche. 
Tabelle XIII. 


% Stickstoff nach Sérensen 














; In 47 Stunden | In 95 Stunden 
Stunden |Ohne Vorbehandlung vorbehandelt |= —-vorbehandelt 
%o N pr. Trockensubstanz 
6,1 °;0 | 6,7 °/o | 6,9 °/o 
11 11 11 


0 
15 35 47 47 
40) 47 59 61 
88 67 84 87 
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Die Bestimmung der 
Garkraft geschah vo- 
lumetrisch und zwar in 
folgender Weise: In 
kleine Erlenmeyer- 
Kolben wurden 0,5 g ge- 
prefte Hefe und 20 ccm 
10 °/o ige Rohrzucker- 
losung eingefiihrt, wo- 
rauf die Kolben mit den 
Gasbiretten verbunden 
wurden. Jede folgende 
Versuchsreihe stellt das 


Mittel aus 2 Parallelversuchen dar. Die abgelesenen Volumina 
der Kohlensaure sind auf 18°, 760 mm Druck und 30°/o Trocken- 
gewicht reduziert und in folgender Tabelle zusammengestellt 
worden. In diese Tabelle ist auch eine Versuchsreihe aufge- 
nommen, bei welcher die Vorbehandlung in einer phosphat- 
ist. Wir kommen auf diesen Ver- 
such im nichsten Abschnitt zuriick. 


freien Nahrl6sung erfolgt 


























200 pean 
Fig. 7. 
Pit 
100 ry 
ccm Coa 
C0, 
100 
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200 300 


Vergleicht man die Verindernng der beiden Enzym- 
wirkungen unter der gleichen Vorbehandlung, so zeigt sich, 
da8 das Ansteigen der tryptischen Wirkung von einem starken 
Abfall der Girkraft begleitet ist. Die Vorbehandlung hatte 
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Tabelle XIV. 
Kubikzentimeter COQ, bei 18° C. 760 mm Druck. 30°/o Trockengewicht. 


LT 




















rae Ohne In 47 Stunden vorbehandelt | In 95 Stunden 
Vorbehandlung}] mit KH,PO, | ohne KH,PO, | vorbehandelt 
0 0 O 0 Q 
4 32,2 25.0 | 21,9 18,1 
80 62,7 46,7 | 44,3 31,8 
120 91.6 70,1 64.4 45,5 
160 120,0 88,5 84,0 59,2 
200 145,9 1063 | 101,5 73,2 
240 171,9 1245 | 118.9 88,4 
280 196,7 1426 | 1311 101.6 











also hier auf die Zymase den gleichen Einflu{ wie bei den 
Versuchen von Euler und Johansson,') welche die gleich- 
zeitige Verainderung der Zymase- und Invertasewirkung ver- 
glichen hatten. 


4, EinfluB der Phosphate unter der Vorbehandlung. 


In der Reihe C der vorhergehenden Tabelle wurde ein 
Versuch angegeben, bei welchem die Vorbehandlung in Ab- 
wesenheit von Phosphat erfolgt ist. Der Unterschied gegen- 
iiber der Vorbehandlung mit Phosphat war offenbar nur ein 
geringer. Wir haben dann einige weitere Versuche angestellt, 
in Riicksicht auf einige Angaben von L. Iwanoff,?) welcher 
den Eiweifizerfall von PreBhefe, welche teils in Gegenwart, 
teils in Abwesenheit von Phosphaten gegoren hatte, verglich. 


Dieser Forscher gibt folgende Zahlen an: 
Eiweifzerfall der Prefhefe 


Nicht gegorene Hefe .......... 54 °/o 
Gegorene Hefe ohne KH,POQ, ..... . 28 °/o 
> > mit > wee ees 68 °/o 


Wir behandeiten frische Hefe 48 Stunden lang teils in 
einer Lindnerschen Niahrlésung, welche Phosphat, und in 
einer solchen, welche kein Phosphat enthielt. Die Ergebnisse 
gehen aus folgender Tabelle hervor: 





‘) Diese Zeitschrift, Bd. 84, S. 97, 1913. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 42, S. 464, 1904. 
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Tabelle XV. 
ree) 








°%/o Stickstoff 
Stunden cnscicelstonieseeaenninntysene neem 
Vorbehandelt mit KH,PO, ohne KH,PO, 
0 11 10 
4) 59 | 57 
80 84 | 83 





Wie ersichtlich, ist der Verlauf der tryptischen Verdauung 
in beiden Fiillen sehr angenéhert der gleiche und wir haben 
alse keinen Einflu&B der Phosphate, wie ihn Iwanoff 
beobachtet hat, konstatieren kénnen, 


5. EinfluB des Fluornatriums auf die Endotryptase, 

Auf einige Enzyme tbt Fluornatrium bekanntlich eine 
auferordentlich starke Giftwirkung aus. Anderseits ist be- 
kanntlich durch die sehr interessanten Versuche von Effront 
gezeigt worden, dafi die lebende Hefe sich an relativ groBe 
Mengen dieses Salzes gewOhnen la8t und nach erfolgter An- 
passung durch das Fluornatrium zu gesteigerter Garwirkung 
veranlaft wird. Effront hat gezeigt, dab dabei Fluor von den 
Hefezellen aufgenommen wird, und daB Kalksalze hierbei zwei- 
fellos mitwirken. 

Nach diesen Ergebnissen war es nicht unwahrscheinlich, 
daB auch die proteolytischen Enzyme der Hefe schon durch 
geringe Menge Fluornatrium beeinfluBt werden. Wie hier 
gleich erwéhnt sei, konnte hier nur ein geringer Effekt kon- 
statiert werden; bei der Vorbehandlung tibt die Gegenwart 
von Fluornatrium jedenfalls keinen hemmenden Einflu& auf die 
proteolytischen Enzyme aus. 


Tabelle XVI. 
a 








°/o Stickstoff nach Kjeldahl 
Stunden aie ; 
Vorbehandelt ohne NaF | mit NaF 
0 15 15 
39 43 45 
63 47 49 
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Die im zweiten Teil der vorliegenden Mitteilung be- 
schriebene Beschleunigung der enzymatischen Proteolyse haben 
wir bei der Darstellung unserer Ergebnisse als eine Enzym- 
bildung aufgefait. Wir wollen indessen nicht unterlassen, 
darauf hinzuweisen, daB dies nicht die einzig migliche Deu- 
tung unserer Resultate ist. Vielmehr wiire es auch noch denk- 
bar, dafi unter dem Einflu8 der Vorbehandlung Eiweifkérper 
entstehen, welche leichter als die iilteren, bereits in der Hefe 
vorhandenen, gespalten werden und dadurch die gréfere Ge- 
schwindigkeit der Bildung freier Aminogruppen und léslichen 
Stickstoffs tiberhaupt veranlassen. Dariiber miissen weitere 
Versuche entscheiden. 

SchlieBlich wollen wir auch hier Fri. stud. phil. E. Vougt 
fiir die Ausftihrung der Girungsversuche unseren Dank aus- 
sprechen. 


Nachtrag: Aminostoffwechsel wihrend der 
Vorbehandlung mit NaF. 


Diese Versuche beziehen sich auf die Autoproteolyse 
der Hefe, d. h. auf den normalen Stoffwechsel, und es kam uns 
darauf an, festzustellen, ob und wie viel Aminosduren bei der 
Vorbehandlung mit NH,-haltiger Nahrlésung aus der Hefe austritt. 

In 1-Liter-Kolben wurden genau 500 ccm Niahrlésung ‘) 
teils mit, teils ohne 0,005 °/o NaF abgemessen. In jeden wurden 
nach Sterilisation genau 5 g lebende Hefe eingewogen, deren 
Trockensubstanz und Stickstoffgehalt bestimmt wurde. Nach 
gewissen Zeiten wurde der Kolbeninhalt filtriert, die Hefe auf 
Ton getrocknet und wieder in bezug auf Trockensubstanz und 
Stickstoffgehalt untersucht. 

200 cem des Filtrates wurden in einen Mefkolben von 
300 ccm tibergefiihrt. Es wurden nun 10 g festes BaCl,, 1 ccm 
Phenolphtalein und Baryt bis zur deutlichen Rotfarbung zuge- 
setzt, wobei Baryumphosphat und Baryumsulfat ausfielen. Hie- 
rauf wurde mit destilliertem Wasser auf 300 ccm verdiinnt; 
die Lésung blieb einige Stunden stehen, und in 75 cem (ent- 





') In 1 Liter Lésung: 0,25 g MgSO,, 5g H,KPO,, 2 g (NH,),S50, 


und 20 g Rohrzucker. 
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sprechend 50 ccm Losung) wurde der gesamte Stickstoffgehalt 
nach SOrensen und in 150 cem das Ammoniak durch Magnesia- 
destillation bestimmt. Im Riickstand wurde der Aminostickstoff 
nach Sorensen gemessen. Die Tabelle gibt tiber das Resultat 
AufschluB. 

















Vorbe- In 1 g Hefe mg N per 100 ccm Loésung 
handlungs-} Trocken- i ‘| Amino-N | 22 
Zeit gewicht | %oN] .” ‘+ Amino-N| nach salz 
in Stunden | der Hefe | mit MgO n. Sérensen Sérensen 
0 31,73 | 690] 4142 | 438 | 0 
5 26,78 | 815] 368 | 382 | >" Ohne 
22 31,33 | 825] 321 | 33,9 | ~<a ‘NaF 
60 30,70 | 842] 321 | 328 | 1-2 
0 31,73 | 690| 42 | 28 | o fy 
5 26,07 | 7,70] 383 | 404 | »>41 Mit 
22 32,70 | 837] 364 | 39,3 1—2 ‘NaF 
60 35,70 | 9,171 361 | 393 1—2 








Diese Versuche deuten darauf hin, dai in Gegenwart 
von NaF aus der girenden, NH,-haltigen Nahrlosung 
weniger Stickstoff von der Hefe aufgenommen wird 
als in NaF-freier Loésung. Gleichzeitig mit der Gérung wird 
also die N-Assimilation verzogert. 

Die Versuche werden fortgesetzt mit NH,-armeren Nahr- 


losungen. 






































Uber eine empirische Formel fiir die enzymatische 
EiweiB-Spaltung. 
Von 
K. G. Dernby. 





Mit einer Kurvenzeichnung im Text. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24. Januar 1914.) 


Die chemische Dynamik enzymatischer Reaktionen wird 
schon seit etwa 3 Jahrzehnten bearbeitet, und von vielen 
Forschern sind Formeln und Gesetze aufgestellt worden, die 
fiir die Spaltung verschiedener Stoffe gelten sollen. Aber es 
ist nicht gelungen, ein einheitliches Gesetz fiir monomolekulare, 
enzymatische Reaktionen zu geben, das allgemein giiltig ist. 
Diese Reaktionen verlaufen ganz verschieden, je nach der Art 
des gespaltenen Stoffes und des hierbei wirksamen Enzyms. 
Daher sind diese Gesetze mehr oder weniger speziell; so 
z. B. folgt die Spaltung des Wasserstoffsuperoxyds durch Ka- 
talase!) in der Regel der einfachen monomolekularen Formel, 
welche, wie bekannt, lautet: 


k pee 1 -In a 
t a—x 


wenn mit a die vorhandene Stoffmenge und mit x die nach 
der Zeit t umgesetzte Menge bezeichnet wird. k ist eine Kon- 
stante. 

Die von Schitz?) gefundene Regel, daB die von ver- 
schiedenen Mengen Pepsin in einer bestimmten Zeit verdaute 
Menge Eiweifi der Quadratwurzel aus diesen Pepsinmengen 
proportional, und dab bei konstant gehaltener Menge Pepsin das 
verdaute Eiweili der Quadratwurzel aus der Zeit proportional 
ist, spielt in der Dynamik der Enzyme eine sehr grofe Rolle. 
Die Schiitzsche Regel wird mathematisch ausgedriickt : 

Ky = : 


Vt 


mit den gewOhnlichen Bezeichnungen. 


‘) Senter, l. c., S. 282. — Euler, Hofm. Beitr., Bd. 7, S. 1, 1905. — 
Waentig, Diese Zeilschrift, Bd. 72, S. 226, 1911. 
*) Emil Schiitz, Diese Zeitschrift, Bd. 9, S. 577, 1885. 
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Aus dieser Regel hat Arrhenius!) seine bekannte Formel 
abgeleitet, die mit denselben Bezeichnungen lautet: 


K, =~ a.ln es 


t a—x 
Diese ist, wie man sieht, eine Modifikation der monomoleku- 
laren Formel. 

Eine andere Modifikation unter Annahme, daf die ent- 
standenen Reaktionsprodukte die Reaktionsgeschwindigkeit ver- 
zogern, ist von Henri?) gegeben. Sie lautet in ihrer ein- 
fachsten Form: 


Es gibt ja noch eine groBe Zahl Reaktionsformeln, mehr 
oder weniger empirisch, aber die oben erwahnten sind die 
wichtigsten und die am meisten gebrauchten. 


Wihrend einer Arbeit mit Hefe-Eiweif*) untersuchte ich 
die autolytischen Vorgiange in den Hefezellen oder was das- 
selbe ist, die Verdauung der Hefe durch die Endotryptase. Die 
Versuchsanordnungen waren in wenigen Worten folgende: In 
5—10 Erlenmeyer-K6élbchen wurden je 10 g gewohnlicher 
Brauereihefe eingewogen, mit 10 ccm Glycerin plasmolysiert, 
60 cem chloroformhaltiges Wasser zugesetzt, und die Kolben 
in einen Thermostaten bei 37° gestellt. Nach gewissen Zeit- 
intervallen wurde ein Kolben herausgenommen, der Inhalt auf 
100 ccm verdiinnt, das Eiweif koaguliert und mit den Hefe- 
resten abfiltriert. Im Filtrat wurde dann der in L6sung ge- 
gangene Stickstoff nach Kjeldahl, und der frei gewordene 
Aminostickstoff durch Formoltitration nach Sérensen bestimmt. 

Wenn die Zeit (t = Stunden) als Abszisse, der durch 
die Autolyse frei gewordene Aminostickstoff (x = °/o N,) als 
Ordinate in einem Diagramme aufgetragen wurden, ergaben 


') Arrhenius, Medd. fr. k. Vetenskaps Akad. Nobelinst., I. 9. 
3) Zeitschr. f. physik. Chem., 1902, Bd. 39, S. 194. 
*) Siehe weiteres in der vorhergehenden Mitteilung von Euler und 


Dernby. 
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sich in allen untersuchten Fallen immer ahnliche Kurven, die 
nur ein wenig von der Kurve A auf der Figur abwichen. 
DieKurve A enthalt 






































g 
die Werte eines Ver- Me Autolyse ber Hefe 
suches, welcher in Ta- 700 
belle 1 angegeben ist. $0\ BL Leet 
Sie fallt fast voll- _ 

standig mit derjenigen ra“ 

Kurve zusammen, o as a 7 il 
welchemanerhialt, wenn Va Pa 
man von den anderen “|—AA 
Versuchen den Mittel- ra 
wert nimmt. Wie man 20 
sieht, verlaiuft die Kurve YY 
nicht logarithmisch — 
daher gilt die mono- 20 40 60 80 £0 
molekulare Reaktions- Stunden 
formel nicht — und auch nicht linear, sondern sie liegt 


zwischen diesen beiden Grenzfillen. 

Ich versuchte, ob sie irgend einer der oben erwiihnten 
Regeln folgte, und berechnete die Werte von Ks, Ka, und Ky, 
die in der Tabelle 1 stehen. 


Tabelle 1. 


Autolyse gewéhnlicher Hefe bei 37°. 
Ns 


| 























t(Stunden)| x | Kg Ky Ky k 

(0 8) _ _ aa - 

4 15 7,3 313 | 0,033 0,066 
10 24 7,6 3.45 | 0,021 0,067 
16 30 75 354 | 0017 0,067 
25 37 | 74 3,68 0,014 0,070 
40 45 7,13 3,70 | 0011 0,067 
64 58 7,25 450 | 0,009 0,072 
88 67 7,18 490 | 0,008 0,075 

100 70 7,0 5,04 0,0075 | 0,075 
112 72 6,8 5,00 | 0,007 0,078 


Die fetten Ziffern sind direkt beobachtet, die anderen sind graphisch 
interpoliert. 
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Die Konstanten Kj, und k sind wie in den folgenden 
Tabellen mit dekadischen Logarithmen berechnet. 

Wie aus der Tabelle hervorgeht, stimmt die Schiitzsche 
Regel in diesem Falle sehr gut, die Arrheniussche weniger 
und Henris Formel gar nicht. Kj, der letzteren Formel sinkt 
mit zunehmenden t-Werten. 


Tabelle 2. 


Autolyse vorbehandelter Hefe bei 37°. 








| 











i « | h K, |  &k 

° | oo + = | o~ & oe sa 
4 | 2B 11,5 7,84 0,051 0,102 
9 | 3 | 11,7 | 898 | 0,035 | 0,108 
i «| lU6485tlCU|l ClO] 0,021 | 0,105 
% | 35 10 | 994 | 0,022 0,109 
0 | 68 | 101 | 954 — 0016 0,110 
(4 £#% | oF | 994 0018 0,106 
ee ny 0 0, 0) 0,113 
100 (e) 8 Ot (S(t C|SCdLOGSCi“Sss«é OA 0,112 


In Tabelle 2 sind die Daten fiir die Kurve B in der obigen 
Figur angegeben. Diese Kurve stellt ebenfalls einen Autolyse- 
vorgang und zwar unter denselben Bedingungen dar, bei 
welchen jedoch die Hefe vor der Autolyse in Lindnerscher 
Losung vorbehandelt worden war. Dieselben Konstanten wie 
in Tabelle 1 sind auch hier berechnet. 

Wie im ersten Falle stimmt Ky, ziemlich gut, Kg dagegen 
weniger, und Ky nimmt auch hier stark ab. 

Wenn aber die Reihe Ky in Tab. 1 néher untersucht 
wird, sieht man, daf das Ky annahernd kontinuierlich . ab- 


nimmt. Z. B. 


fiir t= 10 ist Ky comme 0,021 
« t= 100 « Ky = 0,0075 und 
fir t= 16 ~« Ky = 0,017 


<« t= 64 « Ky = 0,009, 
d.h. die Konstanten verhalten sich annihernd umge- 
kehrt wie die Quadratwurze! aus den Zeiten. Auch fir 
die iibrigen Beobachtungen ergibt sich diese Beziehung. 
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Die obigen Zahlen kénnen also durch die Forme! dar- 


gestellt werden: 
ti In ore 
jt a—x 
In den Tabellen habe ich unter k (ohne Index) die Werte 
fiir die Konstanten nach dieser letzten Formel aufgestellt. 
Wie man sehen kann, sind diese Werte teils konstanter 
als die von Ka und Kg, teils ebenso konstant. So z. B. sind 
in Tab. 1 die Grenzen fiir die Abweichung 
fiir Ka 3,1 — 5,0 
« Ks 6,8 — 7,6 
« 100k 6,6 — 7,5 
und in Tab. 2 dieselben Daten. 
fiir Ka 7,8 — 11,4 
Ks 11,7 — 8,6 
100 k 10,2 — 11,3 
I a-+-x 


In ' ~ nur die unter 


Um zu sehen, ob die Formel k = oe 
f a? 


diesen speziellen Versuchsbedingungen erhaltenen Werte dar- 
stellt, oder eine allgemeinere Giiltigkeit besitzt, habe ich als 
Beispiele einige friihere Versuche berechnet, die unten zu 


sehen sind. 


Tabelle 3. 
Verseifung von Athylacetat durch NH, bei 14,8°. 











— 
%lo NH, | Ky | k 
1 | 17,5 | (17,4) | 0,154 
2 | 25,5 | 22.0 | 0,160 
3 | 30,7 | 21,2 0,159 
5 | 38,5 20,9 | 0,158 
10 51,2 20,9 0,155 
15 | 59,6 20,9 0,154 
22 67,5 20,6 | 0,150 
30 74,5 21.2 | 0,153 
50 84.8 | 20,8 | 0,152 
70 91,1 | 21,6 | 0,159 
100 95,3 | 211 | 0,161 
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Tabelle 3 ist der oben erwahnten Abhandlung von 
Arrhenius entnommen, aber in der etwas verkirzten Form, die 
in der «Enzymchemie» von Euler') angegeben ist. Sie stellt 
das Beispiel dar, aus welchem Arrhenius seine Formel her- 
leitete, nimlich die Verseifung von Athylacetat durch Ammoniak 
in einer sehr verdiinnten Losung, eine Reaktion, die der pep- 
tischen Verdauung dhnlich ist. 

Die Arrheniussche Konstante, Ky, schwankt zwischen 
20,6 und 22, und meine nun auf drei Dezimalen berechnete 
zwischen 0,150 und 0,161. Dies zeigt, dai auch in diesem 
Kalle meine empirische Formel sich genau so gut wie Arrhenius’ 
eigene den Beobachtungen anschlieBt. 

Einem Versuche von Sjéqvist?) tiber die Spaltung von 
Proteinen durch Pepsin sind die Zahlen der Tabelle 4 entnommen. 


Tabelle 4. 


Spaltung von Proteinen durch Pepsin. 
100 cem Lésung entspr. 3,23 g Albumin (0,05 n-HCl) -- 20 ccm 
Pepsinlésung. 
nn ____________] 











Stunden | x | Ky | K, k 
9955 | 222 «| 1955 | 0173 
2 28,75 | 259 20,33 0,182 
4 41,66 | 30,6 20,83 0,192 
6 | 4858 | 99,7 | 19,83 0,185 
s | 8257 | 251 18.54 0,180 
9 55,52 |S 80 18,44 0,181 

12 | 59,40 | 856 17,15 0,170 
16 | 63,34 | 251 15,81 0,172. 
20 | 6803 | 25 15,21 0,162 
32 7458 | 195 13,18 0,150 
48 81,70 | 183 11,79 0,144 
64 86,34 | _ 10,49 0,142 
96 92.24 18,0 | 9.41 0,142 


') Bergmann, Wiesbaden 1910. 
2) SjOqvist, Skand. Arch. f. Physiol., Bd. 5, S. 317, 1895. 
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Hier liegt Ky, zwischen 14,4 und 30.6 
oD 


Ks 9 4 2(),8 
und 100 k > 142 » 192. 


Wie man sieht, sind also die Werte von k viel konstanter 
als die nach den anderen Formeln berechneten. 

Ich bin damit beschaftigt, die Giiltigkeit der vorgeschlagenen 
Formel fiir andere enzymatische Vorginge zu priifen. 


3O* 








Uber die Oxyproteinsduren. 


Von 
P. Glagolew. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Institutes fiir experimentelle Medizin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4. Februar 1914.) 


Die von Bondzynski!) und seinen Mitarbeitern in 
menschlichem und tierischem Harn gefundenen Oxyprotein- 
siuren scheinen einen nicht unbetrachtlichen Teil der nor- 
malen Stickstoffsubstanzen des Harnes auszumachen; nach 
Untersuchungen im Laboratorium von Fiirth?) sind 3 bis 5°/» 
des Harngesamtstickstoffs auf Rechnung der Oxyproteinsaéuren 
zu setzen. 

Vom Gesichtspunkt der Stickstoffmetamorphose im all- 
gemeinen beanspruchen diese Verbindungen, da sie gréfere 
Bruchstiicke der Eiweifimolekel vorstellen, ein groBes Interesse. 
Welche Atomgruppen werden in Form dieser komplizierten 
Verbindungen aus dem Organismus ausgeschieden? Sind diese 
Stoffe Produkte einer unvollstandigen Hydrolyse, die durch 
Fermente, in Sonderheit durch Fermente der Gewebe und Organe 
weiter aufgespalten werden kénnen, oder stellen sie im Ver- 
hiltnis zu letzteren eine Art «Antigruppe» Kiihne vor? 

Der Grund unserer sehr mangelhaften Kenntnisse von 
den Oxyproteinséuren liegt in den Schwierigkeiten ihrer Rein- 
darstellung und Trennung. Die einzige vorliegende Darstellungs- 
weise, ausgearbeitet von Bondzynski*) und seinen Mitarbei- 
tern, ist von Hammarsten‘) zutreffend als «sehr muhsam 
und umstindlich» gekennzeichnet. 


'‘) Bullet. internat. de Académie de Sciences de Cracovie. Juillet 
1905. Diese Zeitschrift, Bd. 46, S. 83, 1908. 

*) W. Ginsberg, Hofmeisters Beitr., Bd. 10, S. 411, 1907. 

of Be 

*) Lehrb. der physiol. Chemie, 7. Aufl., 1910, S. 714. 




















Uber die Oxyproteinsiuren. 433 

Durch die Versuche von Browinski und Dombrowski!) 
ist erwiesen, dal} die Oxyproteinsiuren ihrem Verhalten nach 
Polypeptide sind; bei Titration mit Formol nach Sorensen 
gelang es nimlich nachzuweisen, daf die Oxyproteinsiuren 
freie NH,-Gruppen enthalten, und da die Anzahl dieser Gruppen 
bei Hydrolyse der genannten Stoffe vermittelst Salzsiure und 
Fluorwasserstolisaure bedeutend wachst. In Zusammenhang 
hiermit éufern die genannten Verfasser unter anderem fol- 
gende Ansicht. Nach den Untersuchungen von Henriques 
und Sérensen?) enthalt Harn nur geringe Mengen NH.,- 
Gruppen N, etwa 1,6—-2°/o des Gesamtstickstoffs. Dieselben 
Zahlenwerte erhielt D. van Slyke*) bei Benutzung seines Ver- 
fahrens zur Bestimmung des N der (NH,)-Gruppen, niimlich 
1,5°/o—2,5°/o N, wobei auf den «freien» Amidstickstoff blof 
0,8°/o des Gesamtstickstoffs entfallen. Es entsteht nun die 
Frage, wieweit an diesem N der NH,-Gruppen, der durch 
Formol titriert wird, die Oxyproteinséuren beteiligt sind, und 
ob nicht die Gesamtmenge des N der NH,-Gruppen den Oxy- 
proteinsduren zugehort. 

Zu dieser, auf Grund quantitativer Vergleiche der nach 
Sérensen titrierten NH,-Gruppen, geiéuferten Ansicht wire 
noch hinzuzufiigen, daf in Normalfallen im Harn Aminosauren 
nicht mit Sicherheit nachgewiesen sind,‘) mit alleiniger Aus- 
nahme des Glykokolls, dessen Anwesenheit wohl durch Spal- 
tung der sehr unbestandigen Hippursiure am einfachsten erklart 
werden konnte. Andrerseits ist nicht aufer acht zu lassen, dal 
Abderhalden und Pregl*) im alkoholischen Auszug von ein- 
geengtem Harn, nach Entfernung des Harnstoffs durch Dialyse, 
die Anwesenheit von Polypeptiden nachgewiesen haben, die 
bei der Hydrolyse verschiedene Aminosauren gaben. Zieht man 
nun die Loslichkeit der Oxyproteinsiiuren in Alkohol, sowie ihr 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. 77, S. 92, 1912. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 60, S. 1. 

%) Berichte d. deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 43, II, S. 3179, 1910. 

*) Abderhalden und Schittenhelm, Diese Zeitschrift, Bd. 47, 
S. 339, 1906. 

°) Diese Zeitschrift, Bd. 46, S. 19, 1905. 
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geringes Diffusionsvermégen in Betracht, so drangt sich un- 
willkiirlich die Frage auf, ob es sich in den Untersuchungen von 
Abderhalden und Pregl] nicht wenigstens zum Teil um Oxy- 
proteinsiuren handelte. 

Zwecks vorlaufiger Untersuchung der Konstitution der Oxy- 
proteinséuren habe ich auf Anregung von Frau Dr. N. Sieber 
auf die aus Pferdeharn erhaltenen Baryumsalze der Oxyprotein- 
und Alloxyproteinsiure die Methode angewandt, die von van 
Slyke zur Untersuchung der Spaltungsprodukte von Protein- 
kOrpern ausgearbeitet worden ist;!) hierbei wurde in den 
dargestellten Oxyproteinsaure-Praparaten der N der NH,-Gruppen 
vor und nach der Hydrolyse bestimmt, indem die Hydrolysen- 
produkte durch Phosphorwolframsaure gefallt wurden; in der 
Fraktion, welche die durch Phosphorwolframsiiure nicht fall- 
baren Stoffe enthielt, wurde der Gesamtstickstoff und die 
Gesamtziffer des NH.-N bestimmt, in der Fraktion der durch 
Phosphorwolframsiiure fiillbaren Stoffe auferdem noch Arginin 
und Cystin. Die Ausgangspraparate entsprachen in ihren all- 
gemeinen Eigenschaften vollkommen den von Bondzynski?) 
beschriebenen und gaben auch fiir den Gehalt an N, Ba und S 
anniihernd dieselben Ziffern, die Bondzynski und seine Mit- 
arbeiter anfiihren. 

Das Oxyproteinbaryum ist ein weifes, auberordentlich 
hygroskopisches Pulver; mit Diazobenzolsulfonsiure gibt es eine 
sehr schwache Karminfiirbuug, die auf Anwesenheit gering- 
fiigiger Mengen von Antoxyproteinsaure hinweist. 

Dargestellt 6 g. 

N = 13,1° nach Dumas (0,1026 g gaben bei 17° C. 
und 753 mm Druck 11,8 ccm N). 
Ba == 29,6°o (0,1130 g gaben 0,0568 g BaSO,). 

S = 0,6°%o (0,1240 g nach Verbrennen mit NaCO, -+- KNO, 

gaben 0,0054 g BaSO,). 

Das Alloxyproteinbaryum stellt ein wenig hygroskopisches 
weifes Pulver vor, das nicht die geringsten Anzeichen der 
Diazoreaktion aufwies. 


') Abderhaldens Handbuch der Arbeitsmethoden, Bd. 5, Abt. Il 
und Bd. VI. 


%) l. c. 
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Dargestellt etwa 7 g. 
N = 9,59°o (0,1502 g gaben bei 758 mm Druck und 18°C. 12,5 cem N). 
Ba = 31,0°/o (0,1245 g gaben 0,0656 g BaSQ,). 
S = 1,89°% (0.1124 gaben 0,0119 g BaSO, nach Verbrennen 
mit Na,CQ, -+ KNQ,). 

Die Reindarstellung der Antoxyproteinsiure in zur Analyse 
geniigender Menge ist uns nicht gelungen. 

Hydrolyse. Als hydrolysierende Agentien gelangten HC 
und HF zur Verwendung; hierbei wurden die Stoffe nicht eine 
bestimmte Anzahl Stunden der Hydrolyse ausgesetzt, wie Bro- 
winski und Dombrowski!) es taten (9 St. bei HCl bezw. 
24 St. bei HFl), sondern die Hydrolyse wurde so lange fort- 
gesetzt, bis in der hydrolysierten Fliissigkeit eine Zunahme 
des nach van Slyke bestimmten NH,-Gruppen-N nicht mehr 
zu bemerken war. Bei Anwendung von HC! dauerte die Hydro- 
lyse 7—9 Stunden, bei HF! etwa 40—48 Stunden; im letzteren 
Falle befolgten wir die Hinweise von Hugounengq und Morel,?) 
d. h. hydrolysierten mit 25°/o HF] auf heiBem Wasserbade; als 
Reaktionsgefa8 diente ein bleierner Rundkolben mit Riickflu- 
kiihler, dessen Innenrohr aus Blei war; letzteres war mit dem 
Kolben vermittelst eines Stopfens aus rotem Gummi verbunden. 

Die erhaltenen Resultate sind in nebenstehender Haupt- 
tabelle zusammengestellt. 

Zunichst fallt ins Auge, daf bei der Hydrolyse der N 
der NH,-Gruppen anwichst, und zwar am stiirksten bei Hydro- 
lyse vermittelst FluSséure. 


Menge des NH,-Stickstoffs 
vor der | nach der Hydrolyse 
Hydrolyse) mit HCl | mit HF! 








%Fo %lo %o 
e ~ “~~ | ~- 
Alloxyproteinsaures Baryum..... . 20,5 35,9 | 7,0 
Ms ‘ Fy « J 4 
Oxyproteinsaures Baryuam....... 14,3 47,3 | 65,4 
 L-¢. 


?) Bulletin de la Société chimique de France, T. 3, 1908, p. 1146. 
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Haupttabelle. 








der 


Oxyproteinsaur. Baryum 
N = 18,1 % 


Ba = 29,6°%o 
> = 0,6°%,o 
N(NH,) = 44,3°/o des 


Gesamt-N 


Hydrolyse durch 7 


Alloxyproteinsaur. Baryum 


N = 9,59°/o 
Ba = 31,0°/o 
S = 1,89°% 
N(NH,) == 20,5°/o des 
Gesamt-N 





Hydrolyse durch 























Spaltungsprodukte | .i.dende | 25° ige HFI siedende 25°/,'ige HF 
20% ige | bei T.° des sie- 20°/,ige | bei T.° des 
HCl. | denden Wasser- HCl. siedenden Wasser- 
7 Stunden | bades. 48 Stund.}] 9 Stunden bades. 40 Stunden. 

i 13,0°%o | 10,8 %o 23.0% | 10,6 %o 
N-Melanin ‘ 2,3 Spur 3,9 Spuren 
N der mit PWS. 

fillbaren Stoffe .{ 19,2 15,6 12,1 12.4 
Amino-N der mit 

PWS. nicht ge- 

fallten Stoffe . 29,0 36,6 23,8 29,5 
Nicht-Amino-N der 

mit PWS. nicht 

fillbaren Stoffe . | 31,7 30,0 42,1 48,2 
Summa 95, 2°/o 93 °/o 105,9°%o | 99,7 %/o 

ve | ong So 

Arginin-N 10,6 °/o | 8,0 °Jo 7,4°%o | 5,5 %io 
Cystin-N . 1,7 | vorhanden 1,1 | vorhanden 
Gesamt-NH,-N nach 

Hydrolyse . . .] 47,3 %o 65,4 °/o 35,9 0 37 0 


Wenden wir uns nun zur Frage, wie sich nach der Hydro- 
lyse im Niederschlag von der Phosphorwolframséure und im 
Filtrat dieses Niederschlages der N verteilt, so erweist sich, 
daf} die Hauptstickstoffmenge auf die durch Phosphorwolfram- 
siiure nicht gefillten Stoffe (Aminoséiuren und andere) kommt. 























N-Gehalt der Stoffe, 
Hydrolyse} qurch Phosphorwolframsiaure 
durch |nicht gefaillten|  gefallten 
99 9/9 
“i 2S : HF! 659 | 124 
oxyproteinsaures Baryum 
cee iaiies (12 a Oc 
HCl 60,7 19,2 
Oxyproteinsaures Baryum HF! 66.6 | 15.6 

















Uber die Oxyproteinsauren. +37 


Ferner ist aus der folgenden Tabelle ersichtlich, daB fiir 
die Oxyproteinséure und die Alloxyproteinsiiure die Menge des 
N der NH,-Gruppen, die in den durch Phosphorwolframsiiure 
fallbaren und nicht fiallbaren Anteilen enthalten sind, eine ver- 
schiedene ist. 


TCC 
N-Menge der durch|N-Menge der durch 


Unter- PWS. nicht fallbaren} PWS fallbaren 
suchungs- Hydro- " Produkte ; Produkte 
— ye- | Ge- . 
probe ; samt- | Amino-N | samt-; Amino-N 
N | N | 
g mit g | g | % g i g | % 





Oxyprotein- 18 HCl ] 0.1269 0,0608 47} 0,042 | 0,0110) 25 
saures Baryum| 927 HF] [0.1870 0,1050 56 |0,0502) 0,0266. 53 
Alloxyprotein- 3,2 HCl | 0,1555, 0,0570, 36,6 | 0,0301/ 0,0106, 35 
saures Baryum} 249 HF] |0,1498) 0,0560, 38,1 | 0,0242] 0,0810. 33,5. 














Wahrend die maximale Amidostickstoffmenge bei der Oxy- 
proteinsdure bis 56°/o des N der durch Phosphorwolframsiiure 
nicht fallbaren und bis 53°/o der fiillbaren Stoffe betrigt, macht 
der Stickstoff der Aminogruppen der Alloxyproteinséiure hoch- 
stens 38°/o des Stickstoffs der nicht durch Phosphorwolfram- 
sdure fallbaren und 35°/o der fillbaren Stoffe aus. Somit ist 
die Oxyproteinsdure bedeutend reicher an Aminogruppenstickstoff. 

Von den durch Phosphorwolframsiure fillbaren Stoffen 
beansprucht Interesse die Gegenwart von Arginin (resp. eines 
Stoffes, der einen Teil seines N in Form von Ammoniak bei 
langerem Kochen mit Kalihydrat abgibt) und Cystin (resp. eines 
Stoffes, der beim Verbrennen mit Oxydationsmitteln — Mischung 
von Denis — Schwefelsiure gibt). Es muS hervorgehoben werden, 
dab der nach van Slyke bestimmte Schwefelgehalt des Cystins 
im oxyproteinsauren Baryum bei Hydrolyse mit Salzsiiure bis 
0,4°/o betrug, bei einem Gesamtschwefelgehalt von 0,6°/o, 
wahrend er in der Alloxyproteinsiure blo’ 0,5°/o bei Hydrolyse 
mit Salzsdure ausmachte, bei einem Gesamtschwefelgehalt von 
1,89°/o. Es ist mir nicht gelungen, den Schwefelgehalt des in 
der Oxyproteinsiiure nach Hydrolyse mit Fluorwasserstoff ent- 
haltenen Cystins zu bestimmen, da nach der Verbrennung mit 








438 P. Glagolew, 


der Mischung von Denis aufier dem Bariumsulfatniederschlag 
eine geringe Menge eines anderen Niederschlags ausfiel. 

Wenden wir uns nun zum Vergleich der Ergebnisse der 
quantitativen Bestimmungen der Gesamtstickstoffmenge der 
Aminogruppen, die Browinski und Dombrowski’) an ihren 
Oxyproteinséurepraparaten unter Anwendung der Methode von 
Sorensen erhalten haben, mit den von uns nach der Methode 
von van Slyke erzielten Resultaten. In der folgenden Tabelle 
entsprechen die nach S6rensen erhaltenen Zahlen den Experi- 
mentaldaten von Browinski und Dombrowski, die nach van 
Slyke — unseren Versuchen. 

















Amidostickstoffmenge 
Vor Nach der Hydrolyse vermittelst 
der Hydrolyse HCl HFI 
nach ' nach nach | nach nach ' nach 
Sérensen v. SlykefSérensen vy. SlykefSérensen|v. Slyke 
%9 | %Fo 9g %o 09 | = ®o 
Oxyprotein- ‘ | ‘ : 4 . om 
ee 38,8 | 443 45 | 47 80,5 | 65,4 
saures Baryum | | 
| 
loxvpre el sa ee. ~ “~ rp | “~ 
Al wid tein 6.3 | 20,5 20 | 399 76.9 | Be 
saures Baryum | 





Aus der Tabelle geht hervor, daf fiir das oxyproteinsaure 
Baryum im allgemeinen dhnliche, aber nicht ganz gleiche Resul- 
tate, dagegen fiir das alloxyproteinsaure Baryum auseinander- 
gehende Resultate erhalten wurden. Vor allem betrug der 
erreichte NH,-N-Gehalt unseres Priiparats 20,5°/o des Gesamt- 
stickstoffs, d. h. mehr als dreimal mehr, als im Praparat von 
Browinski. Wir neigen zur Annahme, daf dieser betracht- 
liche Unterschied dem Priiparat zuzuschreiben ist; die Alloxypro- 
teinsiiure ist ein wenig bestiandiges Priparat, das bei abge- 
iinderter Darstellungsweise abweichende Zahlenwerte ergibt. 
Weiter diirfte es von Interesse sein, dafi die in den Hydro- 
lysenprodukten von HCl und HFIl von Dombrowski und 
Browinski nachgewiesenen bedeutenden Unterschiede nicht 
gefunden worden sind. Offenbar liegt der Grund hierzu in der 
abweichenden Hydrolysendauer (24 Stunden bei Browinski und 


1) 1. ¢. 
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Dombrowski und 40—48 Stunden in unseren Versuchen). Auf 
die verschiedene Hydrolysendauer ist auch der Unterschied in 
den erhaltenen NH.-N-Mengen zuriickzufiihren ; von letzterem abt 
sich im allgemeinen dasselbe sagen wie von den Amidostick- 
stoffmengen: wenn in den Untersuchungen von Browinski die 
Ammoniakmenge nach der Hydrolyse durch Fluorwasserstoff 
dreimal geringer war als nach der Hydrolyse durch Salz- 
siiure, so liegt darin wohl ein bemerkenswerter, jedoch nicht 
iiberaus ins Gewicht fallender Unterschied. Es muf} aber doch 
darauf verwiesen werden, dai die Amidostickstoffmenge bei 
7stiindiger Hydrolyse durch Salzsiiure noch 1,22 mal gr6B8er ist 
als die Amidostickstoffmenge bei 48stiindiger Hydrolyse durch 
Fluorwasserstoff. 
7 y —NHG-N in %o 7 
nach den Daten — | nach den Ergebnissen 
von Browinski 
u. Dombrowski, 
hydrolysiert hydrolysiert 


9 Stund, | 24 Stund.} mit Dauer | mit | Dauer 
mit HC] | mit HF | HCl | Stunden| HFI | Stunden 


Alloxyproteins. Ba} 12,7°o | 4,2 %Jo 23 %o | 5 14°%o | 


Oxyproteins. Ba .} 25°%o  — 8,3 %o 13 °/o 7 10,6 °/o 48 


der vorliegenden Arbeit, 














Somit bestiitigen auch unsere Untersuchungen die Angaben 
von Morel und Hugouneng dariiber, dafi bei der Hydrolyse 
Fluorwasserstolf der Salzsiiure vorzuziehen ist: bei Hydrolyse 
vermittelst Fluorwasserstoff ist die Ammoniakmenge geringer 
und es wird keine Melaninbildung beobachtet. 

Das Dargelegte kann in folgende Siitze zusammengefabit 
werden. 

1. Die Oxyproteinsauren stellen polypeptidartige Stoffe vor, 
da sie eine bestimmte Menge NH,-Gruppen enthalten, die durch 
Hydrolyse anwichst. 

2. Die Oxyproteinséiure enthalt eine sehr grofe Menge 
NH,-Gruppen: bei Bestimmung nach van Slyke enthiilt sie 
44,3°/) des Gesamtstickstoffs an Amidostickstoff. 

3. Die Hauptmenge (etwa 80°/o) der bei hydrolytischer 
Spaltung der Oxy- und Alloxyproteinsiure entstehenden stick- 
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stoffhaltigen Produkte sind durch Phosphorwolframsaure nicht 
faillbare Stoffe (Aminosauren und andere). 

4. Sowohl in der Oxy- als auch in der Alloxyproteinsaure 
gelang es, nach der Methode von van Slyke Arginin und Cystin 


nachzuweisen. 
5. Die Hydrolyse mit 25°/oigen Fluorwasserstoff nach 


Hugouneng und Morel besitzt den Vorzug, daB Melanine 
nicht gebildet werden und die Ammoniakmenge sogar bei 
48 stiindiger Hydrolyse bei der Temperatur des siedenden 
Wasserbades geringer ist als bei 9stiindiger Hydrolyse ver- 
mittelst 20°/oiger siedender Salzsdure. 




















Darstellung von Phenylglykocyamidinen, ihr Verhalten gegen 
Alkalien nebst Versuchen dber die Veranderungen des Kreatins 
durch verdiinntes Alkali. 

Von 
Alexander Ellinger und Zenji Matsuoka (aus Osaka, Japan). 


(Aus dem Universitats-Laboratorium fiir medizinische Chemie und experimentelle 
Pharmakologie zu Koénigsberg i. Pr.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5. Februar 1914.) 


Zur Aufklirung einiger Punkte des Kreatinstoffwechsels, 
namentlich der noch immer verschieden beantworteten Frage, 
ob bezw. in welchem Mabe Kreatin im Tierkérper in Kreatinin 
iibergeht, schien es nicht unzweckmiabig, Fiitterungsversuche 
mit einer koérperfremden substituierten Guanidoessigsiure zu 
machen, deren dem Kreatinin entsprechendes Lactam sich neben 
dem Kreatinin des Harns hitte leicht nachweisen lassen. Von 
diesem Gedankengang ausgehend, versuchten wir das bisher 
unbekannte Phenylglykocyamin 

NH, 
C=-NH 


\\N—CH, - COOH, 


| 
C,H, 


darzustellen. 

Versuche zur Darstellung dieses Kérpers aus Cyanamid und 
Phenylglycin nach der Streckerschen Methode der Synthese 
von Glykocyaminen sind bereits im Jahre 1880 von Berger’) 
in A. W. Hofmanns Laboratorium angestellt worden. Sie 
fiihrten aber nicht zu faBbaren Produkten, und iiber die in der 
Abhandlung in Aussicht gestellte Fortfiihrung der Untersuchung 
ist nichts Weiteres bekannt geworden. 

Auch unsere Bemiihungen haben das gewiinschte Ziel nicht 
erreicht. Sie klirten aber den Reaktionsverlauf insoweit auf, 





') F. Berger, Ber. d. chem. Ges., Bd. 13, S. 992 (1880). 
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als zwar nicht das Phenylglykocyamin, aber dessen Lactam, das 
Phenylglykocyamidin, das mit dem Kreatinin grofe Ahnlichkeit 
zeigt, und als Nebenprodukt das Anhydrid des Phenylglycins, 
das Diphenyl-a,y-diacipiperazin 


isoliert werden konnten. 

Alle Versuche, das erhaltene Lactam nachtraglich in die 
Guanidosiéure zu verwandeln, waren vergeblich. Sie scheiterten 
daran, dafi bei noch so gelinden hydrolytischen Spaltungen 
Ammoniak abgespalten wurde und Bildung eines Phenylhydan- 
toins eintrat. 

Die leichte Lactambildung bei dem Versuch, Guanido- 
fettsiuren nach der Streckerschen Methode darzustellen, ist 
nicht ohne Analoga in der Literatur. Bei der Einwirkung von 
Cyanamid auf a-Alkyl-a-Aminofettsiuren von der Zusammen- 
setzung 

RCH - COOH 

_— 
scheint sie, wie Gansser nach seinen und Duvilliers Er- 
fahrungen betont, die Regel zu sein. So erhielt Duvillier die 
Lactame(Glykocyamidine) direkt, wenn er Cyanamideinwirkenlief 
auf a-Methylamino-n-buttersaure, a-Athylamino-n-buttersiiure, 
a-Methylaminoisovaleriansiure und a-Methylamino-n-capron- 
siure. Nurfiir die Reaktion zwischen Cyanamid und der a-Methyl- 
aminopropionsdéure lauten die Angaben verschieden. Hier erhielt 
Gansser ebenfalls sofort das Lactam, wahrend Lindenberg zur 
Guanidosiure selbst, dem sogenannten Homokreatin, gelangte. 
NH 
H-N=C’” CH, 
\nZCH- COOH 


| 
CH, 


Dagegen erfolgt nach den bisherigen Erfahrungen die 
Bildung der offenen Guanidosduren leicht, wenn nur ein Alkyl- 


') E. Gansser, Diese Zeitschrift, Bd. 61, S. 16, 1909, dort Literatur- 
angaben. 
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rest in der Aminoessigséiure vorhanden ist, auf die Cyanamid 
einwirkt, sei es, dai dieses Alkyl an den Stickstolf der Amino- 
gruppe gebunden ist (Kreatinsynthese aus Sarkosin) oder in die 
CH,-Gruppe eingetreten ist (Alakreatin Baumanns, a-Guanido- 
buttersdure, a-Guanidoisovaleriansaure und a-Guanidoisocapron- 
siure von Duvillier). 

Es scheint also der Eintritt einer Phenylgruppe am Stick- 
stoff des Glykokolls die Reaktion in ahnlicher Weise zu be- 
einflussen, wie der je eines Alkyls am Stickstoff und am Kohlen- 
stoff der CH,-Gruppe. 

Befindet sich der Phenylrest in der CH,-Gruppe, so ist 
nach den Erfahrungen von Henrik Ramsay’) eine offene 
Guanidosaure zu erhalten. Er beschreibt als Produkte der Ein- 
wirkung von Guanidin auf Phenylbromessigsiiure ein amorphes 
Produkt, dessen Analysenzahlen auf die Formel einer Phenyl- 
guanidoessigsdure 

NH, 
C=NH 


NH - CH - COOH 


| 
CH, 


stimmten. Bei der Wiederholung von Ramsays Versuch haben 
wir ausschlieBlich das Lactam dieser Saure — und zwar in 
krystallisiertem Zustand — erhalten und die gleiche Substanz 
entstand, wenn Guanidincarbonat mit Phenylaminoessigsiiure 
C,H, - CH - (NH,) - COOH zusammengeschmolzen wurde. 


Experimenteller Teil. 
1. Einwirkung von Cyanamid auf Phenylglycin. 


3g Phenylglycin wurden mit 1 g Cyanamid?) in 6 ccm 
95°/oigem Alkohol auf dem Wasserbad am_ RiickfluBkihler 
5 Stunden lang erhitzt. Es erfolgte alsbald klare Lésung. Nach 
4 Stunden begann eine Ausscheidung nadelformiger Krystalle. 


’) Ramsay, Ber. d. chem. Ges., Bd. 41, 5. 4392, 1908. 

*) Fiir die freundliche Uberlassung des fiir die Versuche nétigen 
Cyanamids sei der deutschen Gold- und Silberscheideanstalt (vorm. 
Réssler) in Frankfurt a. M. an dieser Stelle der beste Dank ausgesprochen. 














444 Alexander Ellinger und Zenji Matsuoka, 


In der erkalteten L6sung waren nach 20 Stunden daneben tafel- 
formige Krystalle wahrnehmbar. Das von der alkoholischen 
Mutterlauge abgesaugte Krystallgemisch wurde mit Wasser aus- 
gekocht und der im Wasser unldsliche Teil in siedendem 
Alkohol gelost. 

Aus der alkoholischen Lésung schieden sich feine Nadel- 
biischel aus, die nach dreimaligem Umkrystallisieren aus Alkohol 
bei 263° schmoizen. Die Krystalle lésen sich leicht in Eis- 
essig und sind daraus durch Verdiinnung mit Wasser wieder 
fallbar. Die Ausbeute betrug 0,16 g. 

Die bei 105° getrocknete Substanz gab folgende Analysen- 
zahlen: 

0,1627 g Substanz : 0,4302 g CO, und 0,0821 g H,O. 

0,152 > > : 13,6 ccm N bei 767 mm Druck und 14°. 

Berechnet fir C,,H,,N,O,: CG 72,15%o, H 5,30°/o, N 10,53°)o. 

(Mol.-Gew. 266,13) Gef.: C 72,11°/o, H 5,64°/o, N 10,57°/o. 

Analysenzahlen und Schmelzpunkt stimmen fiir das als 
Diphenyl-a,y-diacipiperazin bezeichnete Anhydrid des 
Phenylglycins. Die Identitét wurde weiterhin durch die Ent- 
stehung von Indigo bei der Kalischmelze der Substanz bestiatigt. 

Aus der von dem Anhydrid abfiltrierten wisserigen Losung 
schieden sich nach starkem Einengen auf dem Wasserbad etwa 
0,2 g farbloser krystallinischer Blattchen aus, die nach mehr- 
maligem Umkrystallisieren aus Alkohol bei 220° sich farbten, 
und langsam erhitzt bei 227—228°, rasch erhitzt bei 235 bis 
236° unter Zersetzung schmolzen. 

Analyse der bei 105° getrockneten Substanz: 

0,1543 g Substanz : 0,3468 g CO, und 0,0738 g H,0. 

0,1661 » > verbrauchten, nach Kjeldahl bestimmt, 

28,45 cem ®/10-Schwefelsdure. 
C,H,N,0. Ber.: C 61,68°/o, H 5,19°%o, N 24,00. 
(Mol.-Gew.: 17,1). Gef.: C 61,58°/o, H 5,38°/o, N 23,98. 

Die Substanz bildet mit Mineralsaéuren krystallinische 
Salze, ein schwer lésliches Pikrat (s. u.), ein gut krystallisie- 
rendes Chlorzink-Doppelsalz. Sie gibt in ahnlicher Weise wie 
das Kreatinin die Weylsche Reaktion mit Nitroprussidnatrium 
und die Jaffesche Reaktion mit Alkali und Pikrinséure. Es 
lag also das Phenylglykocyamidin von der Formel 
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YH—CO 
J Nu ( 
C==NH 


\N——CH, 


| 
C,H, 


Weitere Mengen des in so geringer Menge entstehenden 
Phenylglykocyamidins kann man aus der urspriinglichen alko- 
holischen Mutterlauge auf folgende Weise erhalten: 

Der Alkohol wird auf dem Wasserbade verjagt, der Rtick- 
stand mehrmals mit heifem Wasser ausgezogen und zuletzt 
mit Wasser ausgekocht, wobei die Hauptmenge als Harz zurtick- 
bleibt. Die wasserigen Ausziige werden auf dem Wasserbade 
stark eingeengt und, da die nach tagelangem Stehen sich aus- 
scheidenden Krystalle meist mit harziger Substanz verunreinigt 
sind, wird etwas absoluter Alkohol zugesetzt, so dab das Harz 
sich eben lost, wahrend die Phenylglykocyamidinkrystalle un- 
geldst bleiben und abgesaugt werden. 

Scheidet sich aus den wiasserigen Ausziigen tiberhaupt 
nichts Krystallinisches aus, so gelingt die Isolierung der Base 
noch durch fraktionierte Pikrinséurefillung. Der sirupése Riick- 
stand wird dann mit viel Wasser aufgenommen, von etwas 
harziger Beimengung abfiltriert und mit wasseriger Pikrinsiure 
versetzt, so lange ein flockiger Niederschlag entsteht. Von 
diesem wird abfiltriert, und auf weiteren Zusatz von Pikrin- 
siure fallt ein gut in rosettenformig angeordneten Blittchen 
krystallisierendes Pikrat, das nach einmaligem Umkrystalli- 
sieren aus Alkohol bei 203° schmilzt: 

0,1289 g Substanz, bei 105° getrocknel, gaben 22,4 ccm N bei 15° 
und 770 mm. 
C,H,N,O, C,H,(NO,),-OH. Ber.: N 20,8°%o. 
(Mol.-Gew.: 404,16). Gef.: N 20,59°/o. 

Aus dem Pikrat laBt sich das Phenylglykocyamidin rein 
gewinnen, indem man die wisserige, mit Schwefelsdéure an- 
gesiuerte Loésung durch Ausschiitteln mit Ather von der 
Pikrinsdéure befreit, die Schwefelsiure quantitativ mit Baryt- 
wasser ausfallt und die vom Baryumsulfat abfiltrierte Lésung 
auf dem Wasserbad zur Krystallisation eindampft. 

Trotz dieser miihsamen Reinigungsmethode gelang es 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXXIX. 31 


vor. 











+46 Alexander Ellinger und Zenji Matsuoka, 


nicht, wesentlich iiber 10°/o der theoretischen Ausbeute (ca. 
0.35 g aus 3 g Phenylglycin) an Phenylglykocvamidin zu er- 
halten. 

Abiinderungen der Versuchsbedingungen, unter welchen 
Phenylglycin und Cyanamid auf einander einwirkten, dinderten 
nicht viel an der Ausbeute. Sie wurde nicht verbessert durch 
lingeres Erhitzen oder Zusatz eines der beiden Reagenzien 
im Uberschuf. Nach 5stiindigem Erwirmen auf dem Wasser- 
bad liefi sich ein Entweichen von Ammoniak wahrnehmen. 
Erhitzt man nur ?/, Stunde und setzt von Anfang an 10 Tropfen 
10 °/oiges Ammoniak zu, um der Anhydridbildung entgegen 
zu wirken, so bleibt die Ausbeute annahernd die gleiche. 

Auch die Einwirkung der beiden Reagenzien bei Zimmer- 
temperatur wihrend 8 Wochen fihrt etwa zu dem gleichen 
tesultate. 

Von der Annahme ausgehend, daf vielleicht die Guanido- 
siiure selbst gebildet sein konnte, aber sich nicht isolieren 
lie}, wurden die alkoholischen Mutterlaugen des Phenylglyko- 
cyamidins wiederholt mit Salzséiure auf dem Wasserbade 
abgedampft. Es gelang aber auf diese Weise nie, zu grdferen 
Mengen des Lactams zu gelangen, wie sowohl durch ver- 
gleichende kolorimetrische Versuche tiber die Starke der 
Pikrinsiiurereaktion als durch Wagungen des_ gebildeten 
Pikrats festgestellt wurde. Es darf deshalb wohl als héchst un- 
wahrscheinlich bezeichnet werden, dafi bei der Reaktion 
Phenylglykocyamin als Endprodukt auftritt. 

Am schnellsten gelangt man zu dem Phenyglykocya- 
midin mit folgender Modifikation der Methode: 2 g Phenyl- 
glycin werden mit der gleichen Menge Cyanamid und 2 ccm 
Alkohol eine halbe Stunde auf dem Wasserbad im offeneh 
Kélbchen erhitzt. Nach dem Erkalten wird mehrmals mit 
Ather geschiittelt, um unverindertes Cyanamid zu entfernen. 
Der mit Ather erschépfte Riickstand wird in wenig heikem 
Alkohol gelist. Beim Erkalten scheidet sich Phenylglykocya- 
midin krystallinisch aus. Die Kristalle werden abgesaugt, mit 
wenig kaltem Alkohol gewaschen, in wenig heifem Wasser 
geldst und von geringen Verunreinigungen abfiltriert. Beim 
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Erkalten scheiden sich sogleich etwa 10°/o der theoretischen 
Ausbeute rein aus. Die tatsichlich entstandene Menge diirfte 
wesentlich gréBer sein, denn die alkoholischen Mutterlaugen 
geben starke Jaffesche Reaktion. Es gelang aber nach den 
beschriebenen Methoden nicht, noch nennenswerte Mengen 
des Lactams zu isolieren. Von weiteren Versuchen wurde 
Abstand genommen, als sich erwies, dab das in der Einleitung 
erwihnte Ziel, die Darstellung und Verfiitterung von Phenyl- 
glykocyamin, sich nicht erreichen lieb. 

Versuche, die Guanidosiiure aus Phenylglycin und Guanidin- 
carbonat nach der Methode von Nencki und Sieber zu er- 
halten, waren ohne Erfolg. 


2. Versuche zur Umwandlung von Phenylglykocya- 

midin in Phenylglykocyamin (nebst Beobachtungen 

liber die Umwandlungen von Kreatinin in Kreatin.) 
Bildung von Phenyl- und Methylhydantoin. 


a) Kinwirkung von Barytwasser. 


0,4 g Glykocyamidin wurden in 20 cem 0,7°/oigem 
Barytwasser gelést und am Rickflubkiihler 11 Stunden lang 
gekocht. Schon nach 7 Stunden wurde festgestellt, dafi die 
Jaffesche Reaktion stark abgenommen hatte und Ammoniak 
entwich. Die Fliissigkeit wurde nach Ausfillen des Baryts mit 
n/10-Schwefelsiiure heif filtriert. Beim Einengen des Filtrats 
schieden sich neben unveraéndertem Phenylglykocyamidin nadel- 
formige Krystalle aus, die, aus Wasser umkrystallisiert, bei 192° 
schmolzen. Dafi diese Krystalle nicht das gesuchte Phenyl- 
glykocyamin waren, ergab sich daraus, dafi sie nach Erhitzen 
mit Salzsiure nicht die Jaffesche Reaktion gaben. Sie er- 
wiesen sich vielmehr, wie schon der Schmelzpunkt erwarten 
lieS, und wie ein Vergleich mit dem synthetisch aus Harn- 
stoff und Phenylgliycin hergestellten Praparat zeigte, als das 


Phenylhydantoin 
NH. CO 


Ps 
CO 
\ 
\N(C,H,) — CH,. 


31+ 
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0,1578 ¢ Substanz (bei 105° getrocknet): 21,6 com N (15°, 758 mm). 
C,H,N,O,. Ber.: N 15,91°/o. 
(Mol.-Gew.: 176,08). Gef.: N 15,90%o. 

Die Substanz gibt mit Natronlauge und Pikrinsaure zu- 
nichst keine gelbrote Fiarbung. Nach einer halben Stunde 
etwa aber tritt eine solche ein und sie vertieft sich bei 
langerem Stehen immer mehr. 

Kin Versuch, durch 7stiindiges Erhitzen mit 1°/oigem 
Barytwasser vom Phenylglykocyamidin zum Phenylglykocyamin 
zu gelangen, fiihrte zu den gleichen Resultaten wie der erste. 
Ebensowenig konnte die gesuchte Siiure erhalten werden, wenn 
das Lactam mehrere Wochen mit 1°/oigem Barytwasser bei 
Zimmertemperatur oder bei 37—38° stehen gelassen wurde. 
Stets wurde unverindertes Ausgangsmaterial und Phenylhy- 
dantoin erhalten und schon sehr bald Ammoniakabspaltung 
nachgewiesen. 

b) Erhitzen mit Wasser allein. 

0,2 g Phenylglykocyamidin wurden mit 20 ccm Wasser am 
tiickflubkiihler 45 Stunden im Sieden gehalten. Beim Eindampfen 
krystallisierte nur unveriinderte Substanz aus. Die Mutterlauge 
war etwas gelb gefirbt. 

c) Erhitzen mit Ammoniak. 

Um die Ammoniakabspaltung aus dem Phenylglykocya- 
midin hintanzuhalten, wurde ein Versuch der Aufspaltung durch 
Kochen mit konzentriertem Ammoniak (Lig. ammon. caustici 
triplex) gemacht. Auch so konnte nur unveranderte Substanz_ 
zuriickgewonnen werden. 

d) Einwirkung von Bleihydroxyd auf das Chlorzinksalz. 

SchlieBlich wurde die Methode angewandt, nach der Liebig 
Kreatin aus Kreatinin darstellte: 0,5 g Phenylglykocyamidin 
wurden in warmem Alkohol gelést und mit alkoholischer Chlor- 
zinklisung in das Chlorzinkdoppelsalz tibergefiihrt. Dieses wurde 
mit frisch gefilltem Bleihydroxyd zersetzt. Die vom tiberschiis- 
sigen Bleihydroxyd, Chlorblei und Zinkhydroxyd abfiltrierte 
Loésung wurde eingeengt, bis sich Krystalle ausschieden. Es 
wurde nur unverdndertes Ausgangsmaterial zuriickgewonnen. 
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Die erfolglosen Bemthungen, das Phenylglykocyamidin in 
das Glykocyamin zu verwandeln, gaben uns Veranlassung, mittels 
der kolorimetrischen Methode die Umwandlung des Lactams 
durch Barytwasser quantitativ zu verfolgen und diese Unter- 
suchung auf das Kreatinin auszudehnen, da hieriiber nur wenige 
unvollkommene Angaben von Folin!) vorliegen. 

0,25 g Phenylglykocyamidin wurden in 50 ccm halbge- 
sattigtem Barytwasser gelést und die Stirke der Reaktion mit 
Pikrinséure im Antenriethschen Kolorimeter sofort, nach 
24 Stunden und 48 Stunden in der bei der Folinschen Krea- 
tininbestimmungsmethode tiblichen Weise bestimmt. Von den 
Lésungen wurde ein aliquoter Teil nach dem Stehen mit Baryt- 
wasser mit Salzsiiure auf dem Wasserbade 3 Stunden erhitzt, 
um festzustellen, wieviel in eine Verbindung tibergegangen 
war, die sich durch Saurebehandlung in das Lactam zuriick- 


verwandeln lief}. 
Die folgende Tabelle gibt tiber die Resultate Auskunft. 


Phenylglykocyamidin + Barytwasser. 


| 
| Dauer | 





| Nach HCl-Behandlung 
| 








; Prozent 
in Stunden | /9 
| 0 | Ob | s 
D4 | On | ‘ 
Versuch 1 24 | 0,25 | 0,38 
72 0,21 (0).28 
| 0 ! 0,25 | a 
| ~ | ‘ | jen 
Versuch II | 7 | 0,141 | 0,203 
| 48 / ous 0,216 


(8 Std. mit HCl] erhitzt) 


Der Versuch zeigt, daii nach 24stiindigem Stehen von dem 
Lactam 50 °/o verschwunden sind, ein Teil davon scheint in 
Phenylglykocyamin tibergegangen zu sein, da der Prozentgehalt 
nach der Salzsaéurebehandlung von 0,25 °/o auf 0,38 °/o steigt, 
der Rest diirfte in Phenylhydantoin oder andre Zersetzungs- 
produkte iibergegangen sein. Dauert die Einwirkung noch linger 


1) O. Folin, Festschrift fir Hammarsten, Sep.-Abdr., S. 4. 
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an, so wird der Anteil der in das Lactam zuriickverwandel- 
baren Substanz noch kleiner. Diese Erfahrungen geben fiir die 
oben berichteten Miferfolge, das Phenylglykocyamin zu gewinnen, 
eine ausreichende Erklarung. 

Einige Aussicht auf Erfolg kénnten nur Versuche haben, 
in denen das Barytwasser nicht langer als 24 Stunden auf das 
Lactam eingewirkt hat, und auch hier kann im Falle, daf eine 
Trennung der in L6sung vorhandenen Substanzen gelingt, eine 
nur so geringe Ausbeute erwartet werden, dai von weiteren 
Versuchen, das Phenylglykocyamin darzustellen, abgesehen 
wurde. Eine Substanzmenge, die fiir die in der Einleitung 
erwiihnten, beabsichtigten Stoffwechselversuche ausgereicht 
hiitte, wiire bei der schlechten Ausbeute an Phenylglykocy- 
amidin auf diesem Wege kaum zu erhalten gewesen. Bei 
noch liingerer Einwirkung des Barytwassers ist nach den kolori- 
metrischen Resultaten ein noch geringerer Gehalt der Lo6sung an 
Phenylglykocyamin anzunehmen. 

Die Umwandlung des Kreatinins in Kreatin verliiuft da- 
gegen, wie die folgenden Tabellen zeigen, sehr viel glatter. 
Das zu den Bestimmungen benutzte Kreatinin wurde nach der 
Methode von Folin und Denis!) aus reinem mehrfach um- 
krystallisierten Kreatin durch 3stiindiges Erhitzen im Autoklaven 
unter 4,5 kg Druck dargestellt. Es erwies sich durch die Be- 
stimmung nach Folin (Intensitét der Jaffeschen Reaktion vor 
und nach Salzsiurerehandlung) als kreatinfrei. 

Ammoniakentwicklung wurde auch bei den Kreatinin- 


Kreatinin +- Barytwasser. 


a + 














| Dauer | ecesiailiiiiadi Nach HCl-Behandlung 
| der Spaltung | °/o-Gehalt 
pikes | 0 Stunden | 0,25 0,25 
| 31 > | 008 | 0228 
ne te | 0 Stunden | 0,5 | 0,5 
| 13 Tage | 0,14 0,435 





') 0. Folin and W. Denis, Journ. of biolog. chem., Bd. 8, S. 399, 
1910. 
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versuchen stets beobachtet, und der Verlust an «Gesamt- 
kreatinin» diirfte somit wohl auch in diesem Falle ganz oder 
teilweise auf eine Bildung von Methylhydantoin zu _ beziehen 
sein. Aber der Anteil des verschwundenen Kreatinins, der sich 
durch Saurebehandlung nicht in Kreatinin zuriickverwandeln 
lieSB, betragt beim ersten Versuch nur etwa 9°/o, im zweiten 13°/o. 

Die Tatsache, dafs sich Phenylhydantoin aus Phenylgly- 
kocyamidin beim Stehen mit Alkalien leicht bildet, und dab 
in geringerem Ausmafi vom Kreatinin ein Teil verschwindet, 
der nicht in Kreatin verwandelt wird, gewann Interesse, als 
wihrend des Ganges dieser Untersuchungen die Arbeit Acker- 
manns!) ber Kreatininfaiulnis erschien. Unter den Fiulnis- 
produkten von 9 g Kreatinin fand Ackermann als einziges 
faBbares Produkt etwa 1 g Methylhydantoin. Es fragte sich, 
ob das Methylhydantoin nicht auch ohne Mitwirkung der Bak- 
terien entstanden sein konnte. Deshalb wurde folgender Ver- 
such ausgefiihrt : | 

1 g reines Kreatinin wurde in 200 eem 0,75°/oiger sterili- 
sierter Sodalésung (auf Na,CO, berechnet) gelést und zwei 
Wochen im Brutschrank stehen gelassen. Am Schlusse des 
Versuches wurde durch Abimpfen festgestellt, dafi die L6sung 
steril geblieben war. Wéahrend des Versuchs entwickelte sich 
reichlich Ammoniak. Die Lésung wurde mit Schwefelsiéure 
neutralisiert, auf dem Wasserbade auf ca. 20 ccm eingeengt, 
auf einen Gehalt von 5°/o Schwefelséiure gebracht und mit 
Phosphorwolframsiure gefallt. Der Niederschlag wurde nach 
12 Stunden abfiltriert und mit 5°%/oiger Schwefelséure ge- 
waschen, das Filtrat in der Kilte mit gesittigtem Barytwasser 
von Phosphorwolframsiiure und Schwefelsiéure befreit. In der 
von den Baryumsalzen abfiltrierten Fliissigkeit wurde das 
Baryum sorgfiltig mit Schwefelséure ausgefillt. Da die Fltissig- 
keit infolge ihres Gehalts an NaOH stark alkalisch reagierte, 
wurde Kohlensiiure bis zur neutralen Reaktion auf Lackmus 
eingeleitet. Die auf dem Wasserbad zur Trockne verdampfte 
Fliissigkeit wurde mit Methylalkohol heif extrahiert, die methyl- 
alkoholische Lésung eingedampft und das Verfahren mehrfach 


‘) D. Ackermann, Zeitschrift fir Biologie, Bd. 62, S. 208, 1913. 
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wiederholt. Das methylalkoholische Extrakt wurde in der 
gleichen Weise mehrfach mit 95°/oigem Alkohol ausgezogen. Es 
blieb schlieBlich als alkoholisches Extrakt ein hellgelber siru- 
pdser Riickstand von 0,13 g. Er gab, mit Pikrinsaéure und 
Natronlauge versetzt, zunichst keine Rotfiirbung; nach einigen 
Minuten aber trat die Farbung auf, um sich dann mehr und 
mehr zu vertiefen. 

Genau das gleiche Verhalten bei der Jaffeschen Reaktion 
zeigte Methylhydantoin, das wir durch Zusammenschmelzen 
von Sarkosin und Harnstoff darstellten. Ackermann betont in 
seiner Arbeit, dali Methylhydantoin die Jaffesche Reaktion 
gibt, ohne vom Zeitpunkt des Eintritts etwas zu erwaéhnen. Wir 
halten das langsamere Auftreten der Farbung fiir wichtig, weil 
man dadurch feststellen kann, daf eine Methylhydantoinl6sung 
frei von Kreatinin ist. 

Aus dem sirupdsen Rickstand krystallisierten bei mehr- 
tigigem Stehen im Exsikkator in der Kalte Blattchen vom 
Aussehen des Methylhydantoins. Da die Krystalle aber nach 
dem Verhalten beim Erhitzen auf dem Platinblech noch etwas 
Alkalisalz zu enthalten schienen, wurden sie zunichst mehrfach 
mit Salzsiure auf dem Wasserbade abgedampft und mit abso- 
lutem Alkohol zur Abtrennung von Kochsalz extrahiert. Der Riick- 
stand der alkoholischen Lésung verhielt sich hinsichtlich der 
Jaffeschen Reaktion wie oben beschrieben. Da auch jetzt 
nur unvollkommene Krystallisation eintrat, wurde er in wenig 
Wasser geldst, mit frisch gefilltem Silberoxyd erwarmt, filtriert, 
mit Schwefelwasserstoff vom Silber befreit und auf dem Wasser- 
bad zur Trockene eingedampft. Der Riickstand wog noch 
liber 0,1 g. Der gréBere Teil blieb auch nach etwa achttaégigem 
Stehen im Exsikkator sirupés. Um die Krystalle zu gewinnen, 
wurde ein Teil auf Ton gestrichen. Die so farblos und trocken 
erhaltenen Krystalle schmolzen bei 152—154°, wahrend eine 
Probe des synthetisch erhaltenen Methylhydantoins bei 155 bis 
156° schmolz. 

Es kann demnach kaum einem Zweifel unterliegen, daf 
aus Kreatinin unter der Wirkung von verdiinnter Sodalésung 
allein Methylhydantoin entstehen kann. Daf dieser Vorgang 
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durch die Mitwirkung von Bakterien vielleicht beschleunigt und 
ausgiebiger werden kann, soll nicht bestritten werden. 


3. Verhalten des Phenylglykocyamidins im Tierkorper. 


Eine subcutane Injektion von 0,5 g Phenylglykocyamidin 
in wasseriger LOsung bei einem Kaninchen von 1990 g ergab 
das erwartete Resultat, daB die Verbindung ebenso wie Krea- 
tinin nabezu vollstindig unverdndert ausgeschieden wird. Die 
kolorimetrische Bestimmung des praformierten und Gesamt- 
kreatinins im Harn des Versuchstieres nach Folin ergab fol- 
gende Resultate: 





‘Harnmenge Praformiertes Kreatinin Kreatinin aus Kreatin 








Datum | bezw. | nach 
in ccm | Phenylglykocyamidin | _ I{Cl-Behandlung 
Tag vorher.) 183 0,065 | 0,0038 
| co Jel 0,3. (Kr.) | 
Versuchstag | 275 mang | 0 
| | 0,49 (Ph.) | 
Nachtag ..| 145 | 0,065 | 0,0138 


Die Ausscheidung an préformiertem Kreatinin ist vor und 
nach dem Versuch genau gleich. Man wird also die Menge 
von 0,065 g von der Ausscheidung am Versuchstag abziehen 
miissen, um das Plus an unverandert ausgeschiedenem Phenyl- 
glykocyamidin zu erhalten. Dann ergibt sich eine Starke der 
Reaktion, die 0,3—0,065 g = 0,235 g Kreatinin oder — nach 
der Eichung des Kolorimeters auf Phenylglykocyamidin — 0,383 
dieser Substanz entspriiche, d. h. ca. 77°/o der eingegebenen 
Menge. Ob die geringe Vermehrung der «Kreatin»>ausscheidung 
am Nachtag mit dem Versuch im Zusammenhang steht, labt 
sich nicht entscheiden. 

Der grofte Teil des Harns vom Versuchstag wurde mit 
Salzséure neutralisiert, auf dem Wasserbad zur Trockene ge- 
dampft und mehrmals mit Alkohol hei® extrahiert. Die auf 
20. ccm eingeengte alkoholische Lisung wurde mit alkoholischer 
Pikrinsdure gefiillt. Das nach 24 stiindigem Stehen ausgeschiedene 
Pikrat wurde abgesaugt, mit wenig Alkohol und Ather ge- 
waschen. Aus der Mutterlauge schied sich nach Einengen noch 
eine kleine Menge Pikrat aus. Das gesamte Pikrat wurde mit 
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Schwefelsiiure in der Kiilte zersetzt und durch Ausschiitteln 

mit Ather von Pikrinsiiure befreit. Die schwefelsaure Lisung 

wurde mit Baryt genau ausgefillt und das Filtrat vom Baryum- 

sulfat auf dem Wasserbad bis zur Krystallisation eingeengt. 

Von den ungereinigten Krystallen wurden so 0,16 g erhalten. Nach 

zweimaligem Umkrystallisieren aus heifem Alkohol schmolzen 

sie bei 228°. Eine Stickstoffbestimmung stimmte auf die un- 
veriinderte Substanz. 

0,0927 g Substanz : 19,4 ccm N (16°, 756 mm). 
Ber. fiir C,H,N,O: 24,00 °%/o. 
Gef.: 24,15 Jo. 


i. Einwirkung von Guanidin auf Phenylbromessigsaure. 


Um die im theoretischen Teil besprochene Einwirkung 
der Phenylgruppe auf die Entstehung der Guanidosauren bezw. 
ihrer Lactame zu priifen, wurden die Versuche von Ramsay 
liber die Einwirkung von konzentrierter Guanidinlésung auf 
Phenylbromessigséure unter peinlicher Einhaltung der Versuchs- 
bedingungen wiederholt. Statt der gelb gefarbten amorphen 
Substanz schieden sich aber in einer Ausbeute von 35°/o in 
Wasser sehr schwer ldsliche, weifbe Nadeln ab, die auch in 
den iiblichen organischen Lésungsmitteln sich unloslich erwiesen, 
sich dagegen wie das Produkt von Ramsay in heifer Salz- 
siiure lésten und daraus mit Ammoniak gefallt wurden. Die 
so gereinigte, mit Wasser gut gewaschene Substanz schmolz bei 
314—315°, nachdem sie gegen 300° sich schwach gebraunt hatte. 

Im Vakuumexsikkator getrocknet, gab sie folgende Ana- 
lysenzahlen: 

0,102 g Substanz : 20,5 ccm N (753 mm, 10°). 

0,1246>  » : 0.2818 g CO,, 0,0559 H,0. 
C,H,ON,. Ber.: C 61,68°/o, H 5,19°%/o, N 24,0°%/o. 
(Mol.-Gew. 175,1). Gef.: C 61,68°/o, H 5,02%o, N 23,79°o. 


Die Substanz diirfte also nach der Gleichung 


Nu NH CO 
C=NH + =C=NH | + HBr + H,0 


NH,  Br-CH-COOH NH-CH 


| | 
C,H, C,H, 








Darstellung von Phenylglykocyamidinen. t.) 


entstanden sein. Sie gibt die Jaffesche Reaktion nicht. Das 
Nitrat, das aus der salpetersauren Lésung der Base beim Ein- 
engen krystallisiert, schmolz bei 160°. 

Um die Konstitution der erhaltenen Substanz sicher zu 
stellen, wurde sie auch durch Schmelzen von Guanidinearbonat 
mit Phenylaminoessigséure nach der Methode von Nencki 
und Sieber dargestellt. 


y Ni Nu -CO 
C=NH J H,CO, + 2C,H,-CH-COOH=2C=NH | -+-2H,0-+(NH,),CO, 
\w | a” 
NH, /, NH, re 
CoH; 


1,8 g Guanidincarbonat und 3g Phenylaminoessigsiiure 
wurden, in wenig Wasser gelést, auf dem Sandbad erhitzt. 
Nachdem das Wasser grodftenteils verdampft war und reichliche 
Entwicklung von Ammoniak und Kohlensiure stattgefunden 
hatte, wurde die Schmelze 3 Stunden lang bei 180° erhalten. 
Nach dem Auslaugen der erkalteten Schmelze mit Wasser blieb 
ein harziger Riickstand, der wiederholt mit Wasser heif extra- 
hiert wurde. Beim Stehen tribte sich die heif filtrierte wasserige 
L6sung und schied einen flockigen Niederschlag ab. Von diesem 
wurde abfiltriert und die Loésung eingeengt, wobei sich kurze 
Nadeln vom gleichen Schmelzpunkt, wie ihn die zuletzt be- 
schriebene Verbindung zeigte, abschieden. Die beiden Sub- 
stanzen erwiesen sich als identisch. 

Die Analyse ergab folgende Werte: 

0,1033 g Substanz : 21,2 ccm N (758 mm, 16°). 

0,1686 » » 0,383 g CO,, 0,0785 g H,O. 

C,H,ON,. Ber.: C 61,68°0, H 5,19°%/o, N 24,0°%o. 
Gef.: C 61,96%o, H 5,21°/o, N 23,75 %. 

Versuche, das Phenylglykocyamidin in Phenylglykocyamin 
umzuwandeln, scheiterten an der Schwerloslichkeit in verdiinnten 
Alkalien. 


‘) M. Nencki und N. Sieber, Journ. f. prgkt. Chemie, Bd. 17, 
S. 477, 1878. 











Beitrag zur Kenntnis des Fettes vom Wasserhuhne (Fulica atra) ; 
der Grund des eigentiimlichen Geruches und Geschmackes des 
Fleisches dieser Tiere. 

Von 
Tierarzt Dr. Sigismund Blaha. 


(Aus dem Laboratorium fiir medizinische Chemie der Tierirztlichen Hochschule in Wien.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13. Februar 1914.) 


Das Wasserhuhn (Fulica atra), der bekannteste und ver- 
breitetste Vertreter der Gattung « Wasserhiihner» (Fulica), findet 
auf unserem Markte als Wildbret nur wenig Beachtung. Es 
steht eben an Wohlgeschmack den anderen Sumpf- und Wasser- 
hiihnern bedeutend nach, was wohl hauptsachlich auf den dem 
Fleische und Fette anhaftenden eigentiimlichen Geruch und 
Geschmack zuriickzufiihren ist. Wird es aber gehorig zuge- 
richtet, in der Art, daf} man vor der Zubereitung dem Tiere die 
Haut abzieht, so gibt es immerhin ein ganz annehmbares Gericht. 

Es schien mir von Interesse, zu erfahren, was denn 
eigentlich der Grund des widerlichen Geruches und Geschmackes 
sei, der sehr an den der Sulzsardellen erinnert. In erster Linie 
wurde daran gedacht, dali eine besondere Beschaffenheit des 
Fettes den Grund fiir diese merkwiirdige Eigenschaft des Fleisches 
bildet. Da in der Literatur nur eine einzige Untersuchung 
iiber das Fett vom Wasserhuhn zu finden ist, und zwar die 
von C. Schneider und S. Blumenfeld,!) so unternahm ich 
zuniichst eine eingehende Untersuchung dieses Fettes, deren 
Resultate mit denen von Schneider und Blumenfeld nachher 
verglichen werden sollen. 

Das Fett, welches zu meinen Untersuchungen diente, 
stammte zum GroBbteil aus dem Unterhautbindegewebe und dem 


') Beitrag zur Kenntnis animalischer Fette, Chemiker-Zeitung, 1906, 
Bd. 30, S. 53. 
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Darmgekrése von ungefiihr sechs Tieren. Dieses Gewebe wurde 
méglichst rein herauspraépariert, in der Porzellanschale auf ca. 
30° C. erwirmt und das ausgeschmolzene Fett mehrmals filtriert, 
wodurch die anhaftenden Gewebsteile entfernt wurden. Dann 
wurde es in einem verschlossenen GefiiBe vor Licht und Luft 
geschitzt bei gleichmabiger Temperatur aufbewahrt. 

Schneider und Blumenfeld beschreiben das Fett fol- 
gendermafien: hellgelbes, fast geruchloses, weiches Fett, welches 
sich nach einiger Zeit in einen weifen, festen und in einen 
gelben, fliissigen Anteil scheidet. 

Beziiglich Farbe, Konsistenz und sonstigen Verhaltens 
des Fettes stimme ich mit Schneider und Blumenfeld 
iiberein: was aber den Geruch betrifft, so muf ich betonen, 
dai das Fett, wohl nicht so in dem Mafe als das Fleisch, ganz 
deutlich wahrnehmbar den eigentiimlichen Geruch und Ge- 
schmack besitzt. 

In dem von mir gewonnenen Fette bestimmte ich: 
die Siiurezahl, 
die Verseifungszahl, 
die Reichert-Meifblsche Zahl, 
die Hehner-Zahl, 
die Jodzahl des Fettes und der Fettsaéuren, 
die Acetylzahl der Fettsiuren, 
das freie und das gebundene Cholesterin. 


QMO Wb 


A. Die Saiurezahl. 


I. 5,4526 g Fett verbrauchten 10,2 ccm Lauge (1 ccm = 
0,00561 g KOH) entsprechend der Saurezahl 10,4 g. 

II. 5,3808 g fett verbrauchten 9,8 ccm Lauge (1 cem = 
0,00561 g KOH), entsprechend der Séurezahl 10,21. 


B. Die Verseifungszahl. 


I. 2,1474 g Fett verbrauchten nach der Verseifung mit 
25 cem alkoholischer Kalilauge 8,9 ccm Siéure (1 cem= 31,751 mg 
KOH). 25 cem alkoholische Kalilauge verbrauchten 22,0 cem 
derselben Siiure, entsprechend der Verseifungszahl 193,8. 
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Il. 2.2778 g Fett verbrauchten nach der Verseifung mit 
2 cem alkoholischer Kalilauge 8,2 ccm Saure (1 ccm = 31,751 mg 
KOH). 25 ccm alkoholische Kalilauge verbrauchten 22,1 ccm 
derselben Saure, entsprechend der Verseifungszahl 193,8. 


C. Die Reichert-MeiBl sche Zahl. 


I. Die fliichtigen Fettsiuren aus 5,3622 g Fett ver- 
brauchten 2,87 ccm 1/,,-Normallauge, entsprechend der 
Reichert-Meifblschen Zahl 2,66. 

I]. Die fliichtigen Fettsiuren aus 5,221 g fett verbrauchten 
2,39 !/,,-Normallauge, entsprechend der Reichert-MeiBlschen 


Zahl 2,29. 


D. Die Hehner-Zahl. 


I. 2,9687g Fett lieferten 2,822 g Fettsauren, entsprechend 
der Hehner-Zahl 95,1. 

Il. 2,960 g Fett lieferten 2,8215 g Fettséuren, entsprechend 
der Hehner-Zahl 95,3. 


E. Die Jodzahl. 


I. 0,6278 g Fett -+- 50 ccm Jodloésung verbrauchten 64,7 
cem Thiosulfat (1 ccm =0,0080 g Jod), 50 cem Jodlésung ver- 
brauchten 147,0 ecm Thiosulfat, entsprechend der Jodzahl 104,8. 

1].0,5712 g Fett -+- 50 ecm Jodlosung verbrauchten 71,9ccm 
Thiosulfat (1 eem — 0,0080 g Jod), 50 ccm Jodlésung ver- 
brauchten 147,0 cem Thiosulfat, entsprechend der Jodzahl 105,1. 


Jodzahl der Fettsauren. 


Die Fettsiuren wurden in tiblicher Weise aus dem Fette 
dargestellt. 

|. 0,1551 g Fettsiiure -+ 50 ccm Jodlésung verbrauchten 
73,9 ccm Thiosulfat (1 eem=—0,0096 g Jod), 50 ccm Jodlosung 
verbrauchten 87,6 ccm Thiosulfat, entsprechend der Jodzahl 
der Fettsauren 84,5. 

II. 0,3179 g Fettsiure + 50 cem Jodlésung verbrauchten 
63,2 eem Thiosulfat (1 cem = 0,0080 g Jod), 50 ccm Jod- 
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lisung verbrauchten 100 ccm Thiosulfat, entsprechend der 
Jodzahl der Fettsiuren 92,6. 

III. 0,2615 g Fettséuren -+ 50 cem_ Jodlésung  ver- 
brauchten 84,9 ccm Thiosulfat (1 ecm = 0,0080 g Jod), 50 cem 
Jodlé6sung verbrauchten 116,6 ccm Thiosulfat, entsprechend 
der Jodzahl der Fettséuren 96,9. 


F. Die Acetylzahl der Fettsiuren. 


Die aus dem Fette gewonnenen Fettsiiuren wurden durch 
Kochen mit Essigsiureanhydrid in der tiblichen Weise acetyliert. 

J. 2,5512 g acetylierte Fettsituren verbrauchten zur 
Neutralisation gegen Phenolphthalein 20,1 cem Lauge (1 cem 
= 24,446 mg KOH), entsprechend der Acetyisiurezahl 192.6, 
nach Zufiigung von 29,9 cem derselben Lauge, somit im 
ganzen 50 ccm Lauge, und Verseifung 21,4 cem Siéure (1 cem 
—= 31,751 mg KOH), entsprechend der Acetylverseifungszahl 
212,7; daher ist die Acetylzahl 20,1. 

II. 2,8938 g acetvlierte Fettsaéuren verbrauchten zur Neu- 
tralisation gegen Phenolphthalein 23,9 ccm Lauge (1 cem = 
23,335 mg KOH), entsprechend der Acetylsdurezahl 192,7, 
nach Zufiigung von 26,1 ccm derselben Lauge, somit im ganzen 
50 cem Lauge, und Verseifung 17,4 ccm Sféure (1 ccm = 
31,751 mg KOH), entsprechend der Acetylverseifungszahl 212,2: 
daher ist die Acetylzahl 19,5. 


Quantitative Bestimmung des Cholesterins. 


Zur quantitativen Bestimmung des Cholesterins nach 
A. Windaus!) wurden 2,8472 g Fett in der 50fachen Menge 
kochenden Alkohols von 95°/o gelést und mit einer 1°/o igen 
Lésung von Digitonin in heifem 90°/oigen Alkohol versetzt. 
Das Gewicht dieses Niederschlages betrug 0,1165 g_ ent- 
sprechend 0,02832 g = 0,99 °/o Cholesterins (in freiem Zustande). 

Zur Bestimmung des gebundenen Cholesterins wurde das 
Filtrat vom Digitonincholesterid vom Digitonin befreit, die Chole- 
sterinester mit einer alkoholischen Losung von Natriumathylat 


') Diese Zeilschrift, Bd. 65, S. 110, 
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auf dem Wasserbade verseift, das Cholesterin in der tiblichen 
Weise durch mehrmaliges Ausschiitteln mit Petrolither isoliert 
und nach der Digitoninmethode quantitativ bestimmt. Das Di- 
gitonincholesterid wog nach dem Waschen und Trocknen 60,0215 g, 
entsprechend 0,00522 g = 0,18°/o Cholesterin (zu Estern ge- 
bunden). Die Gesamtmenge des Cholesterins betrug demnach 
1,17 %/o. 

II. 2,9481 g Fett lieferten nach derselben Methode fiir 
freies Cholesterin 0,1356 g Digitonincholesterid, entsprechend 
0,03296 g = 1,12°/o Cholesterin, fiir gebundenes Cholesterin 
0),0230 g Digitonincholesterid, entsprechend 0,0056 g = 0,14°/o 
Cholesterin, zusammen 1,31°/o Cholesterin. 


Untersuchung des Muskelfettes. 


Um einen Uberblick zu gewinnen namentlich mit Riick- 
sicht darauf, weil auch der Muskel charakteristischen Geruch 
und Geschmack zeigt, wurde auch das im Muskel enthaltene 
Fett einer Untersuchung unterzogen. 

Ca. 80 g vom Fettgewebe tunlichst befreites Fleisch wurde 
faschiert und mit etwa der vierfachen Menge gebrannten Gipses 
verrieben; die trockene Masse wurde im Soxhletschen Apparate 
durch 3 Tage mit Ather extrahiert und der Ather verdunsten 
gelassen. 

A. Die Verseifungszahl. 


I. 1.4041 g Fett verbrauchten nach der Verseifung mit 
25 ecm alkoholischer Kalilauge 13,3 ccm Saure(1 ccm = 31,751 mg 
KOH), 25 ccm alkoholische Kalilauge verbrauchten 21,7 ccm der- 
selben Siure, entsprechend der Verseifungszahl 189,9. 

II]. 2,4455 g Fett verbrauchten nach der Verseifung mit 
25 ccm alkoholischer Kalilauge 7,1 ccm derselben Saéure, 25 ccm 
alkoholischer Kalilauge verbrauchten 21,7 ccm derselben Saure, 
entsprechend der Verseifungszahl 189,5. 


B. Die Jodzahl. 
I. 0,2726 g Fett +- 50 ccm Jodlésung verbrauchten 49,0 ccm 
Thiosulfat, 50 cem Jodlésung verbrauchten 81,4 ccm Thiosulfat, 
entsprechend der Jodzahl 114. 
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I]. 0,3179 g Fett + 50 cem Jodlisung verbrauchten 
63,2 ccm Thiosulfat, 50 cem Jodlésung verbrauchten 100,0 cem 
Thiosulfat, entsprechend der Jodzahl 111. 

Zur besseren Ubersicht stelle ich meine Resultate fiir Fett 
aus Fettgewebe und fiir Fett aus Muskeln mit den Resultaten 
von Schneider und Blumenfeld in eine Tabelle zusammen. 
























































a _— a 
Eigene Untersuchungen Schneider 
: und 
Fett aus Fettgeweben] Fett aus Muskeln Bl 
ORS e ; oa i umen- 
Einzelzahlen | Mittel} Einzelzahlen /Mittel] eld 
‘Spez. Gewicht bis15°C.} — | — | se _ a 0.9613 
| Refrakto- (bei25°C..J — | — | — “= a 62,9 
| meter- ‘ 
| Anzeige | > 409> .J] — | — | — a eas ee 54,8 
‘Saurezahl . . 10,49 | 10,21) 1035} — | — | — 1,66 
\Verseifungszahl 193,8 |193,8 |193,8 | 189,9| 189,5/189,7] 192.6 
Des Reichert-Meiflsche | | | | 
/ Zahl.. . .| 266! 2,39] 253) — | — | — 0,35 
Netles |Hehner-Zahl . 95,1 | 953/952] — | — | — 95,2 
Jodzahl. . . - 104,8 105,1 |104,9 | 114 9 111 112.5] 87,13 
| frei. . 0,99 Jo |1,12 %/ol1,06 of — | — | _ 
Chole- J zu Estern ge- | | | 
isterin } gebunden «| 0,18 %o 0,19 00,19 % — | -- | — — 
| zusammen. . | 1,17 %/o 1,31 0/125 %of — | — | — — 
‘Spez. Gewicht bei 15°C] — oe aie ae, | take ae 0,915! 
P 
| 33,5 
=" Schmelzpunkt. ...J] — — — — |_—|-— bis 34.5°C. 
e1 
Ersparungspunkt . _ - — —- |-—- —_ 30,59 » 
Fett- | Retrakto- (bei 35°C. «| — ee 8 Pe ee 44,7 
meter- 
siuren| Anzeige | > 45° > .J| — — _— —-}|/—-|]— 39,0 
Wodwabl. ... 2.6. 96,9;92,6) 84,5 | 91,3 | — | — | — 84,8 
‘Acetylzahl 20,1 | 195 | 198} — | — | — - 
| Im grofen und ganzen betrachtet ist das Fett des Wasser- 
huhnes Fett von hoher Jodzahl und etwas héherer Séurezahl. 
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Abgesehen davon weicht das Fett nach der MolekulargréBe 
der Fettséiuren (Verseifungszahl, Reichert-MeifIsche Zahl, 
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Hehner-Zahl) dem Gehalte an Cholesterin und anderen Alko- 
holen (Acetylzahl) kaum von anderen tierischen Fetten ab. 

Ist an sich eine hohe Jodzahl den Fetten der Végel eigen- 
tiimlich, so liegt die Jodzahl des Fettes vom Wasserhuhne noch 
erheblich héher, als es sonst bei Végeln gewohnlich ist. Das 
Fett des Wasserhuhnes niahert sich in dieser Beziehung den 
Fetten der Fische. Damit stimmt auch tiberein, dali die un- 
gesiittigten Siiuren, sowie sie durch Verseifung des Fettes in 
Freiheit gesetzt worden sind, anscheinend recht leicht veriander- 
lich sind; wenigstens glaube ich auf diesen Umstand die Tat- 
sache zuriickfiihren zu kénnen, daB fiir die Jodzahl der Fettsauren 
weder tibereinstimmende, noch tiberhaupt plausible Zahlen er- 
halten werden konnten. 

Dali das Muskelfett des Wasserhuhnes, soweit dies nach- 
gewiesen werden konnte, nennenswert von dem Fette des Fett- 
gewebes abweicht, bildet keine auffallende Erscheinung. Es ist 
dies ein ganz gewohnlicher Befund und umsoweniger ins Ge- 
wicht fallend bei einem Tiere, bei welchem das Unterhaut- 
fettgewebe einen Warmeregulator bei bedeutenden Temperatur- 
schwankungen bilden mub. 

Meine Untersuchungsresultate stimmen tibrigens nur teil- 
weise mit denen von Schneider und Blumenfeld tberein. 
Ich finde die Siiurezahl, die Jodzahl und Reichert-Meiflsche 
Zahl hOher als Schneider und Blumenfeld, wiahrend die 
Hehner-Zahl und die Verseifungszahl so ziemlich iiberein- 
stimmen. Diese Differenzen erkliren sich wohl aus der Ver- 
schiedenheit der Herkunft des Untersuchungsmaterials. 

Schneider und Blumenfeld verarbeiteten Fett von 
Wasserhiihnern, die aus der Skiirengegend der Siidktiste Finn- 
lands stammten. Die von mir untersuchten Wasserhihner sind in 
niederOdsterreichischen Gewassern erlegt und lingere Zeit im 
Kiihlraume im Gefrierzustand aufbewahrt worden. Bekanntlich 
hat das Klima, die Ernéhrung einen Einflu$ auf die Zusammen- 
setzung des Fettes, anderseits das Alter und die Art der Auf- 
bewahrung eines Fettes einen Einflu{ auf die Bildung von 
freien Fettsauren. os 

Wir kénnen daher folgenden SchluB ziehen: Der hdhere 
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Gehalt des Fettes an freien Fettsiuren ist wohl hauptsiichlich 
auf die lingere Aufbewahrung der Wasserhiiliner im Kiihlraume 
zuriickzufiihren. Der grofere Gehalt des Fettes an ungesiittigten 
Fettsiuren kann wohl bedingt sein durch die Art der Ernihrung 
und durch den klimatischen EinflubB. Die gréBere Menge fliichtiger 
Fettsituren endlich mag wohl darin ihren Grund haben, viel- 
leicht aber auch von einer Zersetzung ungesittigter Siiuren 
infolge langer Aufbewahrung herriihren. 

Nach allem bisher Beschriebenen ergibt sich kein An- 
haltspunkt dafiir, dafi der Grund fiir den eigentiimlichen Geruch 
und Geschmack der Wasserhiihner in der Beschaffenheit des 
Fettes zu suchen wire, zumal da gerade jene Resultate meiner 
Untersuchungen, welche allenfalls in dieser Hinsicht verantwort- 
lich gemacht werden kénnten (Saurezahl, Reichert-Meiflsche 
Zahl) mit denen, welche von Schneider und Blumenfeld 
an anderswertigem Materiale gefunden worden sind, nicht tiber- 
einstimmen. Ich lenkte daher mein Augenmerk auf die An- 
wesenheit von fliichtigen Basen. 


fsolierung von Basen. 


Ca. 250 g faschiertes Fleisch wurde im Wasserdampf- 
strome der Destillation unterzogen, bis ungefiihr 1 | Destillat 
iibergegangen war; letzteres wurde mit Ather ausgeschiittelt. 
Beide Teile, die Wasser- und Atherfliissigkeit, wurden getrennt, 
mit wenig verdiinnter Salzséure versetzt und eingedampft. Der 
von der Atherfliissigkeit erhaltene Abdampfriickstand war zu mini- 
mal, um weiter verarbeitet zu werden. Der Abdampfriickstand 
der wisserigen LOsung wurde in absolutem Alkohol gelést. Das 
Filtrat abermals eingedampft und diese Behandlung solange 
wiederholt, bis kein Ammoniumchlorid ungelést mehr zuriick- 
blieb. Hierauf wurde der Alkohol verdampft, der Abdampf- 
riickstand in wenig Wasser gelOst und die wiisserige LOsung 
mit Goldchloridlésung versetzt. Auch nach liaingerem Stehen 
hatte sich kein Niederschlag gebildet. Das Vorhandensein von 
Trimethylamin konnte dadurch ausgeschlossen werden. 

Die goldchloridhaltige Fliissigkeit wurde in ein kleines 


Koélbchen gebracht und durch 12 Stunden mit Schwefelwasser- 
32% 
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stofigas zur Entfernung des Goldes behandelt. Vom abge- 
schiedenen Goldsulfid wurde abfiltriert, das Filtrat verdampft, 
der Abdampfriickstand in wenig absolutem Alkohol aufgenommen 
und die Lésung mit Platinchlorid versetzt. Es schied sich ein 
gelber, krystallinischer Niederschlag aus, der fiir die Anwesen- 
heit von Methylamin sprach, da das Platindoppelsalz des Di- 
methylamins zwar im kalten Wasser schwer léslich, im Alkohol 
aber leicht l6slich ist. 

Der gelbliche Niederschlag wurde auf einem Filter ge- 
sammelt, getrocknet und mit einer Federfahne in einen Tiegel 
gebracht, gewogen, hierauf gegliiht und nach dem Gliihen 
wieder gewogen. 

0,0219 g des trockenen Niederschlages hinterlieBen beim 
Gliihen 0,0090 g Pt, entsprechend 41,1°/o Pt (berechnet fiir 
C,H,,N,PtCl, : 41,3°/o Pt). Da aus 250 g Fleisch 0,0214 g 
Methylaminplatinchlorid, entsprechend 0,00288 g Methylamin, 
erhalten worden sind, so wiirden auf 1 kg Fleisch, die unver- 
meidlichen Verluste nicht gerechnet, 12 mg Methylamin kommen. 

Da der Geruch des Fleisches der Wasserhihner nicht 
wesentlich von dem des Methylamins abweicht, so kann der 
Geruch des Fleisches der Wasserhiihner der Hauptsache nach 
auf die Anwesenheit von Monomethylamin zuriickgefitihrt werden. 














Die Anwendung der p-Naphthalinsulfochloridmethode 
zur Erkennung der partiellen Hydrolyse von FleischeiweiB. 
Von 


Peter Bergell. ‘ 





(Der Redaktion zugegangen am 14. Februar 1914.) 


Seit der Darstellung der ersten Naphthalinsulfaminosiiuren 
und Naphthalinsulfopeptide (E. Fischer und P. Bergell, 1902, 
Chem. Ber. Bd. 35, 5.3779) ist das B-Naphthalinsulfochlorid hiufig 
als Gruppenreagens auf Aminoséuren und Verkettungen von 
Aminosiuren angewandt worden. Die Mehrzahl der einbasischen 
Monoaminosauren und die Mehrzahl der Polypeptide gibt mit 
dem Naphthalinsulforest schwerlésliche Verbindungen. Auch 
Diaminomonocarbonsiiuren geben schwerlosliche Niederschliige 
(Riesser, Diese Zeitschrift, Bd. 49, 5.210.) Auch basische 
Derivate der Monoaminoséuren reagieren mit dem Chlorid, 
sofern die primaire Aminogruppe frei ist, wie Bergell und Feig1, 
E. Kénigs, Bergell und von Wiilfing an den Amiden der 
Aminosiuren und dhnlichen Verbindungen nachwiesen. Nur 
die freien zweibasischen Monoaminosiuren haben unter den 
hydrolytischen Bausteinen des Kiweifbmolekiils das Vorrecht, 
keine entsprechenden schwerldslichen Derivate zu_ bilden, 
wahrend ihre Halbamide schon wieder leicht isolierbare Ver- 
bindungen geben. Die Mehrzahl der Aminosiéuren und der 
Polypeptide gibt demnach mit B-Naphthalinsulfochlorid schwer- 
losliche Derivate. 

Es lag daher nahe, daf die Reaktion aufer fiir die Er- 
kennung und Isolierung der Aminosiuren und Peptide, sowie 
fiir synthetische Zwecke auch noch Verwendung fand fiir die 
Erkennung von unvollstindigen hydrolytischen Vorgangen. Die 
Naphthalinsulforeaktion ist auch als rein analytische Methode 
gehandhabt worden. Art und Menge der total wie partiell 
hydrolysierten Abkimmlinge der Eiweifstoffe sind zuweiien 
praktisch wichtig. In gleicher Weise ist auch die Méglichkeit 
der Erkennung scheinbar geringfiigigen Abbaues oft von Be- 
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deutung. So haben Baur und Barschall («Vereinbarungen >, 
herausgegeben vom Kaiser]. Gesundheitsamt 1911) die Naph- 
thalinsulfochloridmethode in eingehender Untersuchung bei ver- 
schiedenen Peptonen und Fleischextrakten angewandt. Sie 
fanden, dai auch bei den letzteren ein Teil des Stickstoffs bei 
der Keaktion in unlésliche Verbindung tibergefiihrt wird. 

Bei der Neuuntersuchung einzelner dieser Resultate wurde 
nun bei Erweiterung der Fragestellung gefunden, dafi die Naph- 
thalinsulforeaktion auf einfachem Wege eine Beurteilung des 
hydrolytischen Zustandes des Fleischeiweilfies ergibt. Sie zeigt 
auch bei scheinbar geringem Abbau grofe Ausschliige und gibt 
somit brauchbare Anzeichen fiir den partiellen, hydrolytischen 
Abbau. Eine derartig scharfe Methodik ist aber hier am Platze, 
da ein Abbau, der in bezug auf die Masse des Fleischeiweifes 
gering erscheint, in den wasserigen Extrakten potenziert sich 
darstellt. Die Methode wurde auf frisch dargestellte Extrakte 
verschiedenster Art vergleichsweise angewendet. 

Es erscheint zuniichst noch notwendig, einiges tiber das 
Wesen der Reaktion selbst zu sagen. Es handelt sich um ein 
schwerlésliches Chlorid, das, gegen wiasserige alkalische LO- 
sungen geschiittelt, trage, aber bei richtiger Leitung der Reaktion 
mit hoher Ausbeute reagiert. Alkali wird verbraucht, so dab 
neutrale, selbst schwach saure Reaktion eintreten kann. Un- 
bedingt muf das Alkali portionsweise zugefiigt werden. Bei 
der Zufiigung des ersten Molekiils reagieren bis 50°/o der Masse, 
da ein Ausfallen nur stattfindet, wenn die Natronsalze der ent- 
stehenden Verbindungen schwer léslich sind. Der Zusatz in 
Intervallen kann nicht durch sehr langes Schiitteln oder be- 
stimmte Alkalitét ersetzt werden. Bei der Reaktion findet 
dauernd eine Konkurrenz zwischen der Aminogruppe und dem 
fixen Alkali statt, wenn dieselbe fiir die erstere auch bei Alkali- 
iiberschuf8 ungleich gefiihrlicher wird als bei schwacher Alkali- 
nitit. Uber die Behandlung von éligen oder halbfesten Nieder- 
schliigen ist bei jedem Versuche das Einschligige angegeben. 

Kine wichtige Frage ist, ob bei derartigen Isolierungen 
eine Reinigung durch vorherige Einschiebung einer Phosphor- 
wolframsiiurefillung stattfinden darf. Mit dieser Frage hangt 
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auch zum Teil die Erorterung zusammen, wie weit hier Amino- 
sauren oder Polypeptide und hdhere Spaltprodukte, die jedoch 
kein Eiweif mehr sind, die Nomenklatur bestimmen. Versuche 
ergaben bald, dafi die Phosphorwolframsiiureniederschlige, wie 
nach der Erfahrung zu erwarten war, Substanzen einschliefen, 
die sonst mit dem Naphthalinsulfochlorid in Reaktion treten. 
Wird die Fiillung stets in gleicher Weise vorgenommen, kinnen 
zwar unter Umstanden untereinander tibereinstimmende Zahlen 
gewonnen werden. Dieselben bleiben aber stets hinter den 
Werten zurtick, die in der gut enteiweiften Losung bei direkter 
fehlerfreier Anwendung der Reaktion erhalten werden. Selbst 
beziiglich leicht loslicher Monoaminosiiuren kann bekanntlich 
die Phosphorwolframsaurefillung Verluste bringen, zweifellos 
bei den Polypeptiden. Die Einheit ist hier der Stickstoff, der 
einem Molekiil angehdrt, das eine mit dem Naphthalinsulforest 
reagierende primire Aminogruppe besitzt. Der Begriff Amino- 
siiuren- und Polypeptidstickstoff ist zusammenzufassen, wobei 
zu bedenken ist, dafi manche Diaminosiiuren, wie die zwei- 
basischen Monoaminosiuren, sofern sie nicht Halbamide sind, 
mit dem Chlorid nicht in analoger Weise reagieren. Die Phos- 
phorwolframsiiurefiillung mufi demnach vermieden und die 
Naphthalinsulforeaktion nach grindlicher Enteiweibung direkt 
durchgefiihrt werden unter obigen Kautelen. 

Es ergab sich nun, dafi von einem wisserigen Extrakt, das 
durch vierstiindiges Kochen von frischem Fleisch hergestellt war 
und bei dem eine weitergehende Konzentrierung vermieden 
war, liberraschenderweise so gut wie tiberhaupt keine Naph- 
thalinsulfoverbindungen erhalten wurden. Nur Spuren von 
Reaktionsprodukt zeigten sich. Findet dagegen eine Kon- 
zentrierung der Lésung statt, scheinbar gleichgiiltig, ob bei 
hoherer oder tieferer Temperatur, bei gewoéhnlichem oder 
vermindertem Druck, und wird dieselbe bis fast zur Trockene 
durchgefiihrt, so verhalt sich die wiasserige Loésung des Riick- 
standes anders. Sie gibt bereits eine nicht unbetriachtliche 
Menge stickstoffhaltigen Reaktionsproduktes bei der Naphthalin- 
sulforeaktion. Es mu demnach bei dem Einengen zur Trockne 
eine Spaltung auftreten, die beim langeren Kochen der ver- 
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diinnten Lésung nicht auftritt. Durch die Reaktion vermag 
man also eine frisch hergestellte Fleischbouillon von einer 
aus besten Extrakten bereiteten zu unterscheiden, was meines 
Wissens bisher nicht in dieser Weise bekannt war. 

Daraufhin wurden Versuche angestellt, ob die Naphthalin- 
sulforeaktion wesentlich héhere Werte ergibt, wenn eine ge- 
wisse Autolyse des zur Anwendung gelangenden Fleisches 
stattgefunden hat. Wie zu erwarten war, steigen hier die ge- 
fundenen Werte wesentlich an. Auch ist die Vermehrung 
hier anscheinend schon etwas mehr auf das Auftreten von 
freien Aminosiiuren zuriickzufiihren. Die Autolyse steigert den 
Aminosiuren-Polypeptidwert, sowohl wenn sie bei saurer 
Reaktion, wie ohne Saurezusatz verliéuft. Die Werte erhdhen 
sich bei Zusatz von Desinfektionsmitteln, sowohl wie auch bei 
Kintritt leichter Féulnis, wobei natiirlich quantitative Unter- 
schiede bestehen. 

Von technisch hergestellten Fleischextrakten wurden 
einige untersucht, niimlich Kemmerich, Liebig- und Armour- 
Fleischextrakt. Diese zeigen, besonders die beiden letzteren, 
auBerordentlich hohe Werte bei der Naphthalinsulforeaktion. 
Die Methode diirfte daher héchstwahrscheinlich auch in der 
Nahrungsmittelchemie von Bedeutung sein. Es sei bemerkt, 
dafi fiir die erwihnten Versuche die Methode von Sérensen 
nicht anwendbar ist. Es ist dies jedenfalls die Ursache dafiir 
gewesen, daf seitens der Nahrungsmittelchemiker die Ver- 
schiedenheiten des partiellen Fleischabbaues nocht nicht in 
der beschriebenen Weise erkannt wurden. 

Ebenso wie die Stickstoffzahlen der Reaktionsprodukte 
der Naphthalinsulfochloridreaktion steigt bei den selbstherge- 
stellten Extrakten auch der prozentuale Gehalt des Extrakt- 
riickstandes selbst, was auf einen Gehalt an stickstoffreicheren, 
leicht abspaltbaren Aminosduren und Peptiden schlieBen Jabt. 
Amidstickstoff oder Ammoniak scheint keine wesentliche Rolle 
zu spielen, da Naphthalinsulfamid nicht auftritt. Die Reaktions- 
produkte sind in verdiinntem Ammoniak spielend léslich und 
ist tiberhaupt Bildung von Naphthalinsulfamid stets erst von 
einer gewissen Konzentration an zu beobachten. Je weiter 
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die Autolyse des Fleisches fortschreitet, um so gréSer erweist 
sich auch die Menge der léslichen Stoffe. 

Nach diesen Ergebnissen erscheint mir die Naphthalin- 
sulfochloridreaktion nicht ungeeignet, bei direkter Anwendung 
auf Extrakte verschiedenster Art ein ungefihres Bild vom 
hydrolytischen Zustand des Ausgangsmaterials, niimlich des 
Fleischeiweifes, zu geben. Nachfolgende Zahlen sprechen da- 
fiir und ist die Methode relativ leicht und schnell ausfiihrbar 
wie kontrollierbar. 


Experimenteller Teil. 


Zur Untersuchung gelangten folgende Extrakte: 1. aus 
frischem Rindfleisch, als direkte Bouillon untersucht. 2. Extrakt 
aus frischem Rindfleisch, zur Trockene gebracht und wieder 
gelést. 3. Extrakt wie 2., jedoch aus autolysiertem resp. bakteriell 
zersetztem Fleisch bereitet. 4. Fertige Fleischextrakte des 
Handels, und zwar Liebig, Kemmerich (Bullox) und Armour- 
Fleischextrakt. 

1. Je 500 g frisches Rindfleisch, fett- und sehnenfrei, 
wurden durch einen Fleischwolf getrieben und mit 750 ccm 
Wasser in einem mit Deckel verschlossenen Emailtopf drei 
Stunden gekocht. Dann wurde filtriert und mit 250 ccm heifem 
Wasser nachgewaschen. Filtrat = 1000 cem wurde auf 500 ccm 
eingeengt. 

2. 3!/2kg frisches fett- und sehnenfreies Rindfleisch wurden 
durch den Fleischwolf getrieben und mit etwa 81 gewohn- 
lichem Wasser vier Stunden in einem leicht verschlossenen 
Emailtopf gekocht und abgepreft. Der Prefsaft wurde noch- 
mals filtriert und im Vakuum bei ca. 80° zur Trockene gebracht. 
Ausbeute 140 g = 4°%o. 

3. 2 kg frisches fett- und sehnenfreies Hindfleisch, in 
gleicher Weise zerkleinert, wurde durch 24stiindiges Aufbe- 
wahren im Brutschrank der Autolyse und bakteriellen Zersetzung 
unterworfen. Darauf wurde vier Stunden mit etwa 51 ge- 
woOhnlichem Wasser ausgekocht und abgeprebt. Der Prefsaft 
wurde filtriert und im Vakuum unter 80° zur Trockene gebracht. 
Ausbeute 130 @ = 6,5 %/o. 
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4. Von fertigen Extrakten wurden verwendet: die Original- 
packungen von Liebigs Fleischextrakt (!/s Pfd.: Mk. 1,30). Ein 
Pfund dieses Extraktes wird nach den Angaben der Liebig- 
Gesellschaft aus 34 Pfund knochen- und fettfreien Fleisches 
erhalten, d. h. 100 g Fleisch geben nach dem angewandten Ver- 
fahren 2,94 g Extrakt (2,94°/o). Ferner die Originalpackungen 
von Paraguay-Fleischextrakt «Bullox», hergestellt von Prof. Dr. 
Kemmerich, San Salvador, Paraguay-Fleischextrakt-Gesell- 
schaft Hamburg. SchlieBlich Armours Extrakt of Beef. Chicago. 


Wasserbestimmung der Extrakte. 


Kxtrakt nach 2. aus frischem Fleisch bereitet enthielt 
13,51°/o Wasser. Extrakt nach 3. aus autolysiertem Fleisch 
enthielt 12,11°/o Wasser. Liebigs Extrakt enthielt 18,53 °/o, 
Kemmerichs Bullox enthielt 19,57 °/o, Armour 19,76 °/o Wasser. 

Die Bestimmungen wurden in der Weise ausgefiihrt, dafi je 10 g 
der Extrakte in Porzellanschilchen im Trockenschrank bei 100—110° 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet wurden. 


Kochsalzbestimmung in den Extrakten. 


2,0 g Extrakt werden in einem Nickeltigel mit ca. '/2 g NaOH und 
2 ccm Wasser erhitzt. 

Nach dem Wegkochen des Wassers wird gegliiht und darauf der 
Riickstand mit Wasser ausgekocht und die gesamte Lésung auf 100 ccm 
verdiinnt unter Zufiigung von Salpeterséiure. 50 ccm des Filtrates dienen 
zur Bestimmung nach Volhard. (Eine direkte Anwendung der Volhard- 
schen Methode auf die verdiinnten Extrakte ergibt viel zu hohe Werte.) 
Die gefundenen Kubikzentimeter /10-AgNO, mit 0,00585 multipliziert geben 
den Gehalt an NaCl in Grammen. 

Kxtrakt aus frischem Fleisch: 

1. verbraucht 2,2 cem "/10-AgNO, = 0,0128 
2 » 2.15 » » = 0,0125 


7g NaCl = 1,287 °/o NaCl. 

a> >» =m $257% », 
Extrakt aus «<autolysiertem» Fleisch: 

. verbraucht 2,1 ccm /10o-AgNO, = 0,01228 g NaCl = 1,228 °o NaCl. 

“s . 2,2 > > = 0,01287 > » = 1,287°%o >» 
Extrakt Bullox-Kemmerich: 

. verbraucht 5,0 ccm /10-AgNOQ, = 0,02925 g NaCl 

2. » 5,0 >» > == 0,02925 >» » 
Extrakt Liebig: 

1. verbraucht 5,5 cem "/10-AgNO, == 0,03218 g NaCl == 3,218 °%o NaCl. 

2 > 5.7 » » = 0,03334 » > = 3,334 %% » 


se 


2,925 °/o NaCl. 
2,925°%o » 
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Extrakt Armour: 


1. verbraucht 12,4 ccm "10-AgNO, = 0,07254 g NaCl 7,254°/o NaCl. 
2. ; 12,3 » = 0.07195 >» » 7,195 %o =» 


Gesamtstickstoff nach Kjeldahl. 


I. Aus 250 g frischem Fleisch direkt bereitete Bouillon 
(siehe oben), die niemals weiter als auf 60 ccm eingeengt und 
wieder verdiinnt war, gelangte zur Analyse. Von der Lésung 
entsprach 1 ccm genau 0,833 g frischem Fleisch. 

l. © ccm verbrauchten 14,2 cem ®/10-H,CO, = 0,01988 g N. 

2.10 » > 27,4 > » - 0,03836 >» » 

Die Losung enthielt demnach 0,3906 g N in 100 ccm. 

I]. Extrakt aus frischem Fleisch: 

Eine Losung, von der 1 cem 0,04 g festem Extrakt (der 
noch 13,51°/o H,O enthielt) entsprach, gelangte zur Analyse. 


1. 5ccem verbrauchten 12,3 ccm "/1o-H,SO, = 0,01722 g N. 
%5 :; > 12,5 >» » = 0,0175 » 


Der lufttrockene feste Extrakt enthielt demnach 8,61 resp. 
8,79°%/o N. 

Der wasserfreie feste Extrakt 9,95 resp. 10,12°/o N. (Der 
hohere Stickstoffgehalt der direkten Bouillon entspricht der 
Darstellung.) 

Ill. Fester Extrakt von «autolysiertem» Fleisch: 

Eine Lisung, von der 1 ccm = 0,04 lufitrockenem festem 
Extrakt entsprach, wurde analysiert. 

1. 5ccm verbrauchten 14,6 cem ®/10-H,SO, = 0,0204 g N. 

2,10 > 28.7 » , = 0,04018 g N. 

Der lufttrockene Extrakt enthielt demnach 10,22 resp. 
10,05 °/o N. 

Der trockene Extrakt 11,62 resp. 11,42°/o N. 

IV. Liebigs Extrakt: 

Zur Analyse diente eine Lésung, von der 1 cem 0,04 g 
Infttrockenem Extrakt (mit 18,53°/o Wasser) entsprach. 


1. 5cem verbrauchten 12,3 ccm ®/10-H,SO, == 0,01722 g N. 
2,10 » > D4» > == 0,0343 » >» 


Der lufttrockene Extrakt enthilt demnach 8,61 resp. 
8,975 %o N. 
Der trockene Extrakt ca. 10,6°/o N. 
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V. Bullox-Kemmerich-Extrakt: 

Zur Analyse diente eine Lésung, von der 1 ccm 0,02 g 
lufttrockenem Extrakt entsprach. 

1. 5cem verbrauchten 7,5 ccm /10-H,SO, = 0,0105 g N. 

2.5 > > 7,1 > > — 0,0994 > >» 

Der lufttrockene Extrakt enthielt 10,5 resp. 9,94°/o N. 

Der trockene Extrakt ca. 12,5%/o N. 

VI. Armour-Extrakt: 

Zur Analyse gelangte eine Losung, von der 1 ccm 0,02 g 
Extrakt entsprach. 

1. 5cem verbrauchten 6,1 ccm "/10-H,SO, = 0,0854 g N. 

25 » > 59 >» ' — 0,0826 > » 

Auf fast trockenen Extrakt berechnet sich 8,54 resp. 
8,26 %7o N, auf wasserfreien Extrakt ca. 10,3°/o Stickstoff. 

Stickstoffbestimmung der Naphthalinsulfoverbindungen in 
den verschiedenen wiisserigen Extrakten nach Kjeldahl: 

A. Eine frische Bouillon, die nicht zur Trockene eingeengt 
war und von der 1 ccm einem Gramm frischem Fleisch ent- 
sprach, wurde mit Kochsalz und Essigsiiure enteiweibt. (Auf 
250 g 5g NaCl, schwach essigsaures Aufkochen.) Es wurde 
filtriert und mit schwacher Natronlauge neutralisiert. Die klare 
Lésung wurde in Zwischenriiumen von 11/2 Stunden mit einer 
iitherischen £-Naphthalinsulfochloridlésung (6,0 g) nach drei- 
maligem Zufiigen von je 10 cem N.-NaOH auf der Maschine 
geschiittelt. Die wisserige Loésung wurde in einem Scheide- 
trichter von der iitherischen getrennt, filtriert und mit Salzsiure 
iibersittigt. Die ausfallenden Naphthalinsulfoverbindungen waren 
gréBtenteils dlig und brauchten zur Krystallisation bzgl. zum 
Absetzen mehrere Tage. Sie wurden auf Faltenfilter durch 
vorsichtiges Dekantieren der obenstehenden klaren Schicht 
filtriert und mit Wasser gewaschen. Der auf dem Filter be- 
findliche Niederschlag wurde zusammen mit dem Filter mit der 
im Kolben verbliebenen, gleichfalls gewaschenen Bodenschicht 
vereinigt und in wenig verdiinnter Natronlauge gelést. Die 
Lésung wurde filtriert resp. abgesogen und das Filter ausge- 
waschen. Im Filtrat, das schlieBlich auf 120 ccm aufgefiillt war, 
wurde der Stickstoff bestimmt. 
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1. 10 ccm verbrauchten 2,6 ccm /10-H,SO, = 0,04368 g N 

in der Gesamtlésung von 120 ccm. 

2. 10 ccm verbrauchten 2,2 cem ®/10-H,SO, == 0,03696 g N 

in der Gesamtlésung. 

Die Versuche ergaben bei Wiederholung Werte zwischen 
0,037 als niedrigste und 0,049 g als héchste Werte. 

B. Extrakte von frischem Fleisch: 

Eine Losung von 8 g lufttrocknen Extraktes wurde nach 
dem Enteiweifien auf Naphthalinsulfoverbindungen verarbeitet. 
Zur Analyse diente schlieblich wieder eine LOsung von 120 ccm. 

1. 10 ccm verbrauchten 5,2 ccm ®/10-H,SO, 
2.10 » » 5,1 >» » 
== 0,08736 bis 0,08568 g N in der Gesamtlésung. 

Bei Wiederholung wurden tiefere Werte erhalten, unter 
0,06 g N in der Gesamtlésung. 

C. Extrakt aus autolysiertem Fleisch: 

Darstellung der Naphthalinsulfoverbindungen analog. 
120 ccm entsprachen schlieBlich wieder 8,0 g lufttrocknen Ex- 
traktes. 

1. 10 ccm verbrauchten 7,1 com "/10-H,SO, 
2.10 » > 68 > ; 

= 0,11828 bis 0,11424 g N in der Gesamtlosung. 

Bei Wiederholung Werte zwischen 0,113 bis 0,118 g N 
erhalten. 

D. Fleischextrakte des Handels. 

Liebigs Extrakt: 

Darstellung analog, so daB 120 ccm wieder die Naph- 
thalinsulfoverbindungen aus 8,0 g enthielten. 


1. 10 ccm verbrauchten 9,4 ccm /:0-H,SO, 
2.10 » > 94 >» , 


= 0,15792 g N in der Gesamtlosung. 
Bei Wiederholung wurden noch héhere Werte (0,17 g N 
und dariiber) erhalten. 
Bullox-Kemmerich-Extrakt: 
Bei analoger Verarbeitung (8,0 g Extrakt, 120 ccm Liésung) 


verbrauchten 
1. 10 ccm verbrauchten 6,9 ccm /10-H,SO, 
2.10 » . 6,5 > : 


= 0,11592 bis 0,1092 g N. 
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Armour Extrakt: 

Bei analoger Ausfiihrung verbrauchten 
1. 10 ccm 8,6 ccm ®/10-H,SO, 
2,10 » 88 » > 
= 0,1444 bis 0,1478 g N. 

Versuche nach vorausgegangener Fiallung mit Phosphor- 
wolframsiure : 

250 g frisches Rindfleisch wurden in Wiirfel geschnitten, 
mit ca. 70C cem Wasser vier Stunden am Riickflubkiihler ge- 
siedet und filtriert. Das Filtrat wurde mit Salzsiure versetzt, 
auf 11 mit Wasser aufgefillt und mit 80 g Phosphorwolfram- 
siiure gefiillt. Nach dem Absetzen des Niederschlages wurde 
filtriert und das Filtrat zur Fallung der tiberschiissigen Phos- 
phorwolframséure mit ca. 20 g gepulvertem Baryt versetzt und 
eine Stunde auf der Maschine geschiittelt. Im Filtrat wurde der 
Baryt mit Schwefelsiiure gefillt. Ein aliquoter Teil wurde neutrali- 
siert und auf 150ccm (= 85,5 g Fleisch) eingeengt. Diese Losung 
wurde mit 10 cem "/:1-NaOH versetzt und mit atherischer Naph- 
thalinsulfochloridlésung (5 g) geschiittelt. In Intervallen von 
1'/, Stunden noch dreimal Alkali hinzugefiigt. Bei der Aus- 
fillung waren die Naphthalinsulfoverbindungen nicht krystallin 
und ihre Menge derart gering, da von einer quantitativen 
Bestimmung abgesehen wurde. Ein gleiches Resultat wurde 
bei der Anwendung eines trocknen Extraktes, der aus ganz 
frischem Fleisch hergestellt war, erhalten. 7,35 g Liebig-Ex- 
trakt wurden in Wasser geldst und in gleicher Weise behandelt. 
Die Fiillung der Naphthalinsulfoverbindungen (aus noch 5,1 g 
Extrakt) ergab einen nicht unbetrachtlichen und bald krystalli- 
sierenden Niederschlag. 

Fiir quantitative Versuche wurde von dieser Methode, wie 
erwihnt, Abstand genommen. 














Uber die Bildung von |-p-Oxyphenylmilchsdure aus p-Oxyphenyl- 
brenztraubensdure im tierischen Organismus. 
Von 
Yashiro Kotake und Zenji Matsuoka. 


(Aus der medizinisch-chemischen Abteilung der Med. Akademie za Osaka.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16, Februar 1914.) 


In friiheren Untersuchungen hat Kotake!') festgestellt, 
dafi im Harne eines mit Phosphor intensiv vergifteten Hundes 
p-Oxyphenylmilchsaure und zwar die |-Form derselben auftritt. 

Wie Kotake ferner gemeinschaftlich mit Ellinger und 
bald darauf Fromherz gezeigt haben, kann die sogenannte Oxy- 
mandelsiure, welche von Schultzen und Riess?) aus dem 
Harn von akuter gelber Leberatrophie isoliert wurde, keine 
solche sein. Die von letzteren Autoren angegebenen Eigen- 
schaften derselben sind denjenigen der p-Oxyphenylmilchsiiure 
sehr ahnlich; neuerdings erwies O. Neubauer®*) das Priaparat 
aus dem Nachlasse Schultzens als linksdrehend. Es ist also 
fast zweifellos, dafi die Saure von Schultzen und Riess nichts 
anderes als die |-p-Oxyphenylmilchsaure ist, wie auch O. Neu- 
bauer annimmt. 

Es unterliegt kaum einem Zweifel, dai die Aminosiiuren 
im tierischen Organismus tiber die Ketonsiiure abgebaut werden 
(O. Neubauer*)); dementsprechend wird p-Oxyphenylbrenz- 
traubenséiure im TierkOrper zum grOften Teil leicht zersetzt, 
wiahrend p-Oxypheny!milchsaure denselben unveriindert passiert 
(Kotake,*) Suwa®)). Wenn man diese Tatsachen und den 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 65, S. 397 (1910). 

*) Ann. d. Charitékrankenhauses, Bd. 15, 1, S. 74 (1869). 
*) Biochem. Handlexikon, Bd. 4, S. 381. 

*) Deutsch. Arch f. klin. Med., Bd. 95, S. 211 (1908). 

°) Diese Zeitschrift, Bd. 69, S. 409 (1910). 

°) Diese Zeitschrift, Bd. 72, S. 113 (1911). 
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Umstand, dafi die Ketonséuren oft im Tierkérper zum kleinen 
Teil in die entsprechenden Alkoholséiuren umgewandelt werden, 
in Betracht zieht, so liegt die Vermutung nahe, daf die 1-p-Oxy- 
phenylmilchséiure, welche pathologisch im Harn auftritt, im 
Tierkérper aus Tyrosin tiber die p-Oxyphenylbrenztraubensaéure 
gebildet wird. 

Indessen hat Dr. Suwa!) gefunden, daB die p-Oxyphenyl- 
brenztraubensiéure im Menschenorganismus in die d-Form der 
p-Oxyphenylmilchsdure, nicht in die l-Form tibergefiihrt wird. Auf 
Grund dieses Ergebnisses sprach O. Neubauer?) die Ver- 
mutung aus, «daB die l-p-Oxyphenylmilchséure einer priméren 
hydrolytischen NH,-Abspaltung aus dem Tyrosin ihre Entstehung 
verdankt, die anscheinend deswegen eintritt, weil der normale 
oxydative Abbau tiber die Ketonséure infolge der Lebererkran- 
kung unmodglich ist». 

Da aber Kotake®) an einem Kaninchen, welches wenigstens 
anscheinend ganz gesund erschien, bei Einfiihrung der p-Oxy- 
phenylbrenztraubenséure die Bildung der |-p-Oxyphenylmilch- 
siiure beobachtet zu haben glaubte, so interessierte es uns, 
hier nochmals das Verhalten der genannten Ketonsaure im 
TierkoOrper zu untersuchen. 

Die angewandte Oxyphenylbrenztraubensaure wurde nach 
der Azlactonmethode dargestellt und durch mehrmalige Um- 
krystallisation aus Wasser gereinigt. 

Als Versuchstier bedienten wir uns des Kaninchens und 
des Hundes, der Harn wurde wie folgt verarbeitet. 

Der Harn wurde 24 Stunden vor Verabreichung der 
Saure, 24 Stunden nach Verabreichung und schlieflich noch- 
mals 24 Stunden spiter gesammelt. Jede Portion wurde auf 
dem Wasserbade fast zur Trockne eingedampft und mit 
heiBem Alkohol vollstandig extrahiert, bis das Extrakt nicht 
mehr die Millonsche Reaktion gab. Das vereinigte Extrakt, das 
vorsichtig eingedampft war, wurde mit Wasser aufgenommen 


und ausgeithert. 
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Um den Atherriickstand, der aus dem 24stiindigen Harn 
nach Einfiihrung der Séure gewonnen war, von der unver- 
andert ausgeschiedenen Ketonsdure zu befreien, wurde er wieder 
in gesattigter Natriumbisulfitlbsung gelést und mit dem vorher 
mit schwefliger Siiure gesiittigten Ather ausgeschiittelt. Die 
abgetrennte Atherschicht wurde einmal mit wenig Wasser ge- 
waschen. Der Ather lieS beim Verdunsten eine gefirbte Kry- 
stallmasse zuriick. Sie wurde nochmals mit Wasser aufge- 
nommen und mit Bleiessig ausgefiillt. 

Der dabei auftretende Niederschlag wurde filtriert, mit 
Wasser mehrmals ausgewaschen, dann mit Schwefelwasser- 
stoff zerlegt und die vom Bleisulfid abfiltrierte Fliissigkeit ein- 
gedampft. | 


I. Versuche am Kaninchen. 


Versuch 1. 


Einem Kaninchen (K6rpergewicht: 2050 g) wurden 3 g 
p-Oxyphenylbrenztraubensaure als Natriumsalz per os gegeben. 
Die gewonnenen Resultate finden sich in folgender Tabelle: 








Tabelle 1. 
a, 
Menge Atherriickstand | Gewonnene 
pe cas CEPT Saure 
Zeit Reaktion aiehs Aciditat Jaus Bleiessig- 
Harns _ in cem | niederschlag 
in ecm in g | "/10-Lauge in g 
24 Stunden ‘ schwach | es 
vor der Injektion 138 alkalisch 0,0802 | o,2 
24 Stunden , 9070 | a 
Weitere 24Stunden} 200 > 0,0680 4,3 — 














Der Riickstand, welcher aus dem Bleiessigniederschlag 
gewonnen war, wurde zweimal aus Wasser umkrystallisiert. Er 
krystallisierte in farblosen, langen Nadeln, gab _ intensive 
Millonsche Reaktion und schmolz bei 167—168° C. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXIX. 35 
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Versuch 2. 


Demselben Kaninchen wurde 3 g p-Oxyphenylbrenztrauben- 
siure als Natriumsalz subcutan injiziert. Die Resultate sind 


folgendermaben: 





























Tabelle 2. 
Menge Atherriickstand | Gewonnene 
ii es ener Saure 
Zeit Reaktion —e i’ Aciditaét Jaus Bleiessig- 
Harns | in ccm | niederschlag 
ccm in g //10-Lauge in g 
24 Stunden 99 :; a ne = 
vor der Injektion 220 alkalisch 0,07 40 | 5.0 
24 Stunden — 934 | Schwach} o¢g99 |) 495 0.0084. 
nach der Injektion alkalisch aie | ) 
ao. 226 {alkalisch] 0,0897 5,9 ies 


Der aus dem Bleiessigniederschlag gewonnene Riickstand 
(nadelférmige Krystalle) wurde mehrmals aus Wasser umkry- 
stallisiert. Er gab intensive Millonsche Reaktion und zeigte 
einen Schmelzpunkt von 167—168° C, 

Es wire also die Saéure, welche in obigen zwei Versuchen 
aus den Bleiessigniederschligen gewonnen war, als eine optisch 
aktive Form der Oxyphenylmilchséiure zu betrachten. Leider 
konnten wir wegen des Mangels an Material die optische Eigen- 
schaft derselben nicht bestimmen, und es war unklar, ob hier 
d- oder l-p-Oxyphenylmilchséure vorlag. Beide optisch aktiven 
Formen der p-Oxyphenylmilchsiure besitzen ganz oder fast 
ganz denselben Schmelzpunkt (F. Ehrlich,!) Kotake?)) 


II. Versuche am Hund. 
Versuch 1. 

Kin Hund (Kérpergewicht: 12250 g) hat 5 g p-Oxyphenyl- 
brenztraubensiure als Natriumsalz per os bekommen. Die Ver- 
arbeitung des Harns geschah, wie oben erwahnt. Die Resultate 
sind in folgender Tabelle zusammengestellt : 


') Chem. Ber., Bd. 40, S. 1047 (1907). 


*) 1. c. 
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Tabelle 3. 
ee Se 

















Menge Atherriickstand Gewonnene 
Zei des oti | Aciditat = scandl 
Zeit Reaktion | @ o vicht | a\ jaus Bleiessig- 
Harns _ in cem_ | niederschlag 
in ccm in g | "/10-Lauge in g 
. 4 . 
Sug see 650 sauer 0.2104 | = 22,0 ~ 
2 . - a 
i ie 568 | desgl. | 1.2428 75,3 0,1802 
PO 570 > 0,1328 20,0 _ 











Die Siiure, welche aus dem Bleiessigniederschlag gewonnen 
und durch Umkrystallisation aus Wasser gereinigt war, schmolz 
bei 167—168° C. Sie gab intensive Millonsche Reaktion und 
eine wisserige Losung derselben zeigte Linksdrehung. 


Versuch 2. 
Demselben Hunde wurde 5 g p-Oxyphenylbrenztrauben- 
siure als Natriumsalz unter die Haut eingespritzt. Die Resultate 
finden sich in folgender Tabelle: 


Tabelle 4. 

















Menge Atherriickstand Gewonnene 
pie etl BORNE OS Sdure 
Zeit Reaktion iticeaittha Aciditat Jaus Bleiessig- 
Harns | in ccm | niederschlag 
in ccm ing |"/10-Lauge in g 
, a4 Stunden 250 sauer 0.2162 — 26,0 
vor der Injektion | 
24 Stunden oan file «| . 
; P oor 37% 8)5.C 2 
nach der Injektion ” : 1,1375 | 0 0,2148 
Weitere a | 
4A : 972 2 - 


Die aus dem Bleiessigniederschlag gewonnene und ge- 
reinigte Sdure zeigte wieder alle Eigenschaften der |-p-Oxy- 
phenylmilchsaure. 

Da beide Krystallriickstiinde, die in den obigen Versuchen 
aus den Bleiessigniederschligen gewonnen waren, ganz die- 
selben Eigenschaften zeigten, wurden sie vereinigt und bei 
105° C. getrocknet und zur Bestimmung der spezifischen Drehung 
und Analyse benutzt. 


33¢ 
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0,3200 g Substanz in 18 ccm Wasser geldst drehten im 
2 dm-Rohr bei Natriumlicht 0,63° nach links 


[a], == 17,8°. 
0,2112 g Substanz lieferten 0,4580 g CO, und 0,1012 g H,O. 
Berechnet fiir C,H,,0,: Gefunden: 
C = 59,340 59,19 °/o 
H = _ 5,49°/o 5,32 %/o. 
Versuch 3. 


Einem zweiten Hunde (Kérpergewicht: 18600 g) wurden 
6 g p-Oxyphenylbrenztraubensaéure als Natriumsalz in zwei 
Portionen subcutan injiziert. Die Resultate finden sich in 
folgender Tabelle: 





Tabelle 5. 
EEE 
| Menge | Ather- |Gewonnene Saure 
Zei se aus Bleiessig- 
Zeit | des Harns} Reaktion | riickstand nicdeunsbles 
| in ccm | ing in g 
| | | 
24 Stunden _ | , 
vor der Injektion | 190 sauer | 0,2890 | — 
. | 
24 Stunden 9 = i 
nach der Injektion) °!? , 1,0050 | ——_0,0520 
Weitere 24 Stunden| 850 » 0,3162 | — 











Die hier gewonnene Séure aus dem Bleiessigniederschlag 
krystallisierte in langen Nadeln und nach mehrmaliger Um- 
krystallisation schmolz sie bei 167—168° C.; sie zeigte Links- 
drehung und gab Millonsche Reaktion. 


III. Versuche am Menschen. 

Bei den Versuchen von Dr. Suwa!) wurde p-Oxyphenyl- 
brenztraubensiiure immer per os angewandt. Da aber in dieser 
Applikationsweise Einwirkung der Darmmikroorganismen nicht 
ganz ausgeschlossen ist — nach F. Ehrlich?) vermag Oidium 
lactis aus p-Oxyphenylbrenztraubensaure die d-Modifikation der 
Oxyphenylmilchséure zu bilden —, war es wiinschenswert, noch- 
mals am Menschen Injektionsversuche anzustellen. So hat in 
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unserem Laboratorium Dr. Ikeguchi sich selbst 7 g p-Oxy- 
phenylbrenztraubensdure als Natriumsalz auf einmal unter die 
Haut injiziert, ohne eine St6rung des Wohlbefindens zu bemerken. 

Der Harn wurde, wie oben erwiahnt, verarbeitet. Der 
Atherriickstand, welcher aus dem 24stiindigen Harn nach In- 
jektion der Saure gewonnen war, zeigte keine nennenswerte 
Drehung. Er wurde in Wasser geldst und mit Bleiessig gefiillt. 
Aus dem Niederschlag hat Ikeguchi nur einen Sirup gewonnen, 
welcher Millonsche Reaktion gab und optisch inaktiv (oder 
Spur linksdrehend ?) war. 

Aus unseren Versuchen geht hervor, dab die 
p-Oxyphenylbrenztraubenséure wenigstens im Hunde- 
organismus zum geringen Teil in die |-p-Oxyphenyl- 
milchsdéure ibergefiihrt wird.!) Da wir, wenn wir auch im 
menschlichen Korper diesen Vorgang nicht mit Sicherheit nach- 
weisen konnten, annehmen diirfen, daB er auch im Menschenorga- 
nismus unter gewissen pathologischen Verhiltnissen ahnlich wie 
im Fleischfresser oder mOdglicherweise in einem noch gréferen 
Umfang stattfinden kann, kénnen wir tiberhaupt die oben er- 
wihnte Auffassung N eubauers tber die Entstehung der krankhaft 
auftretenden |-p-Oxyphenylmilchsaure nicht als véllig begriindet 
ansehen. Vielmehr scheint es uns wahrscheinlich, dab 


diese — wenigstens die im Harn des mit Phosphor 
vergifteten Hundes auftretende — aus dem Tyrosin 
liber die p-Oxyphenylbrenztraubensdure entsteht. 
OH OH OH 
Fs (s Fm 
| 
} | | 
al st “ee 
CH, CH, CH, 
| —- | Ss | 
CHNH, CO CHOH 
| | | 
COOH COOH COOH 
(Tyrosin). (p-Oxyphenyl- (l-p-Oxypheny]l- 
brenztraubensdure). milchsiure). 





‘) Im hiesigen Laboratorium hat Dr. Sera einem Hunde synthetisch 
dargestellte m-Oxyphenylbrenztraubensdure eingegeben. Es ergab sich, 
daf’ auch ein geringer Teil derselben im Tierkérper in 1l-m-Oxyphenyl- 
milchsdure umgewandelt und im Harn ausgeschieden wurde. 








Uber eine neue Glukosaminverbindung, zugleich ein Beitrag 
zur Konstitutionsfrage des Chitins. 


II. Mitteilung. 


Entstehung des Lykoperdins aus Riesenbovista und Erdstern 
bei der Hydrolyse. 


Von 


Yashiro Kotake und Yoshita Sera. 


(Aus der med.-chem. Abteilung der Med. Akademie zu Osaka). 
(Der Redaktion zugegangen am 16, Februar 1914.) 





In einer friiheren Arbeit haben wir!) berichtet, daB unter 
den Zersetzungsprodukten eines Lykoperdons (Lycoperdon 
gemmatum Batsch) eine neue Glukosaminverbindung, Lykoperdin, 
vorkommt. Seitdem haben wir untersucht, ob es auch aus 
anderen Pilzarten bei der Hydrolyse gebildet wird. Soweit 
die Untersuchungen gelangen, konnten wir mit Sicherheit be- 
weisen, dafs das Lykoperdin sich auch unter den Spaltungs- 
produkten des Riesenstéublings und Erdsterns vorfindet. 


Lykoperdin aus Riesenbovist (Lycoperdon Bovista). 


Ks wurden 7 Stiick Riesenstiublinge, welche fast zur 
Kopfgrébe entwickelt waren (Gesamtgewicht: 167 g) verarbeitet. 

Je 70 g Pilzpulver wurden mit 150 ccm konzentrierter 
Schwefelsiiure zu dickem Teig angerieben, dann 850 ccm 
Wasser hinzugefiigt und in einem geriumigen Kolben 6 Stunden 
lang lebhaft im Sieden erhalten. 

Die Isolierung von Lykoperdinsulfat aus dem entstandenen 
Zersetzungsgemisch geschah wie friiher angegeben. 

Zunichst haben wir aus dem ganzen Pilzpulver das 
Sulfat (1,35 g) gewonnen, welches alle Eigenschaften von a- 
Lykoperdin zeigte; vor allem krystallisierte es in einer 





1) Diese Zeitschrift. Bd. 88, S. 56 (1913). 
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charakteristischen Form und gab eine schdne Biuretreaktion, 

Reduktionsprobe und Jod-Chlorzinkreation. Leider konnten 

wir die spezifische Drehung deshalb nicht bestimmen, weil 

seine widsserige LOsung etwas braungelb gefiirbt war; in thr 

konnten wir aber mit Sicherheit eine Linksdrehung beobachten. 
Zur Analyse wurde das Sulfat, wie friiher erwihnt, unter 

absolutem Alkohol und dann im Vakuumexsikkator getrocknet. 
Die Analysen gaben folgende Zahlen: 

0,1582 g Substanz gaben 0,2004 g CO und 0,0890 g H,O. 


Gefunden: Berechnet fiir (C,,H,,N,O,) H,SO,: 
C = 34,55 °/o 34,67 °/o 
H= 6,25 °/o 5,78 %/o 
0,1251 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl! 5,35 eem ®/10- 
Schwefelsiure. 
Gefunden : Berechnet fiir (C,,H,,N,O,) H,SO,: 
= 6,00 °/o 6,22 %/o 
0,2458 g Substanz gaben 0.1272 g Baryumsulfat. 
Gefunden: Berechnet fiir (C,,H,,N,O,) H,SO,: 
H,SO, = 21,74 °/o 21,78 %/o 


0,2700 g des Sulfates wurden mit 5 ccm Salzsiure und 
0,5 g Zinnchloriir 2 Stunden lang gekocht, dann mit Wasser 
verdiinnt, vom Zinn durch Schwefelwasserstoff befreit und 
auf dem Wasserbade eingedampft. Der dabei zuriickgebliebene 
krystallinische Riickstand (gereinigt durch Umkrystallisation 
aus Wasser) war stickstoffhallig, gab Trommersche Probe 
schon in der Kilte und Phenylosazonprobe, — das entstandene 
Osazon krystallisierte in gelben Nadeln und schmolz_ bei 
204—205° C. 

Es unterliegt also keinem Zweifel, dafi das Sulfat a- 
Lykoperdinsulfat war. 

Aus der Mutterlauge vom a-Lykoperdinsulfat wurde mittels 
Alkohol eine Substanz, welche dem §-Lykoperdin entspricht, 
zur Auskrystallisation gebracht. Sie krystallisierte in feinen 
Nadeln und gab Biuret-, Reduktions- und Jod-Chlorzinkprobe. 
Da wir aber bei der Reinigung einen grofen Substanzverlust 
hatten, so stand uns zuletzt eine nur zu einmaliger Analyse 
hinreichende Menge Substanz (Sulfat) zur Verfiigung. 
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0.1202 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 5,20 cem ®/10- 
Schwefelsiaure. 
Gefunden: Berechnet fiir (C,,H,,N,O,) H,SO,: 
N= 6,15 /o 6,22 °/o 


Lykoperdin aus Erdstern (Geaster granulosus). 
(Bearbeitet von M. Nagahashi.) 


Der von der iuberen Hille befreite Erdstern im Gewicht 
von 240 g wurde, wie oben erwahnt, verarbeitet, und die 
schlieBlich gewonnene Sulfatldsung mit Alkohol versetzt, bis 
deutliche Triibung eintrat, dann auf 60° C. erwarmt — dabei 
verschwand die Triibung — und an einem kiihlen Orte stehen 
gelassen; es schieden sich feine kugelige Krystalle aus. Sie 
wurden filtriert, mehrmals mit wasserhaltigem Alkohol ge- 
waschen und schlieflich unter absolutem Alkohol und dann im 
Vakuumexsikkator getrocknet. Sie zeigten die Eigenschaften 
und Reaktionen von Lykoperdin und sind wahrscheinlich ein 
Gemenge von a- und B-Lykoperdin. Die Stickstoffbestimmung 
gab folgenden Wert: 

0,1235 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 5,30 eem 2/10- 
Schwefelsiure. 
Gefunden : Berechnet fiir (C,,H,,N,O,) H,SO,: 

N= 6,25 °/o 6,22 %/o 

Die diuBeren Hiillen, welche sich teils in sternfoérmigen 
Lappen ausbreiteten, wurden mit verdiinnter Schwefelsaure 
gespalten; indes konnte das Lykoperdin nicht mit Sicherheit 
isoliert werden. 

Wir haben auch eine Reihe eBbarer und _ nichtebbarer 
Pilzarten untersucht. Wenn wir auch dabei das Lykoperdin 
nicht sicher nachweisen konnten, so erwiesen wir es doch 
als wahrscheinlich, daB in den Zersetzungsprodukten mancher 
Pilzarten eine Glukosaminverbindung, welche mit Phosphor- 
wolframsiiure fillbar ist, existiert. Jedenfalls erschweren die 
dabei mehr oder weniger gebildeten Diaminosduren, Purin- 
basen u. a. die Isolierung der Glukosaminverbindung. 





Uber die Bindungsformen des Schwefels im Harn. 
Von 


E. Salkowski. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. Februar 1914.) 


Durch Beobachtungen, itiber welche ich in nichster Zeit 
berichten werde, wurde ich veranlabt, mich mit den Bindungs- 
formen des Schwefels im Harn zu beschiftigen. Dabei haben 
sich einige neue Tatsachen ergeben, die im Folgenden mitgeteilt 
werden sollen. 

Nach der allgemeinen Annahme, mit der meine bisherigen 
Beobachtungen tbereinstimmten, enthilt der Harn von Ka- 
ninchen im Gegensatz zu dem mancher Carnivoren kein Thio- 
sulfat. Dieses tritt jedoch, wie ich vor langer Zeit festgestellt 
habe, konstant im Harn auf nach Verfiitterung von Taurin') 
und Isathionsiure?) und, wie Wohlgemuth®*) vor einigen 
Jahren fand, von Cystin. Man konnte danach unbedenklich 
annehmen, daf, wenn bei Kaninchen nach Verfiitterung einer 
schwefelhaltigen Substanz Thiosulfat im Harn auftritt, dieses 
von der zugefiihrten Substanz abstammt. 

Im Laufe der Zeit habe ich indessen gefunden, dab dieser 
SchluB nicht unbedingt richtig ist, vielmehr auch im Kaninchen- 
harn Thivsulfat in betrachtlicher Quantitét vorhanden sein kann, 
nimlich wenn man die Tiere reichlich mit Weifkohl fiittert, 
der zur Ernaihrung derselben in engen Kifigen sehr geeignet 
ist, da er wochenlang ohne Abwechslung gern gefressen wird, 
reichliche Harnentleerung verursacht und Kaninchen von 2 bis 





‘) Virchows Arch., Bd. 58, S. 476 (1873). Diese Angabe fehlt an 
der betreffenden Stelle (S. 111) in der neuesten (11.) Auflage von Neu- 
bauer-Huppert, es ist nur die Beobachtung betreffs des Cystins an- 
gefihrt, obwohl meine Beobachtung in der Wohlgemuthschen Arbeit 
mehrfach erwahnt ist. 

*) Virchows Arch., Bd. 66, S. 315 (1876). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 40, S. 81 und Bd. 33, S. 469 (1904). 
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2!/2 Kilo in gutem Ernéhrungszustand erhalt, wenn man die 
Quantitat des Weifikohls auf 500—600 g pro Tag bemiBt. 

Auf den Gehalt dieses Harns an Thiosulfat wurde ich auf- 
merksam, als ich den 24stiindigen mit Salzséure angesiuerten, 
durch Leinwand kolierten oder durch Papier filtrierten Harn 
in Glasstépselflaschen aufbewahrte. Ich beobachtete, daBh der 
vorher ganz klare gelbe Harn sich in charakteristischer Weise 
staubformig triibte. Die Triibung war schon am nachsten Tage 
wahrnehmbar, am zweitnachsten oder drittnachsten Tage bot der 
Harn folgendes Bild dar: Am Boden der Flasche befand sich 
ein weifer, wie die spitere Untersuchung zeigte, festhaftender 
Niederschlag, dariiber eine triibe Zone von 6—8 cm Hohe und 
dariiber eine etwa ebenso hohe Zone von ganz klarem Harn. 

Dafi die Ausscheidung aus Schwefel bestand, lief sich 
leicht zeigen. Der Harn lief sich von dem feststehenden Nieder- 
schlag abgiefben. Derselbe erwies sich mikroskopisch als vollig 
amorph. Die Flasche wurde mit einiger Vorsicht mehrmals mit 
Wasser ausgespiilt, dann einmal mit Alkohol, gut abtropfen ge- 
lassen, einige Kubikzentimeter Chloroform hineingegossen, dieses 
24 Stunden darin belassen, dann in ein grofies Uhrglas gegossen 
und sich selbst tiberlassen. Am nichsten Tage zeigte sich das 
Uhrglas mit einer strahlig-krystallinischen Ausscheidung iiber- 
zogen, in der Mitte derselben glinzende gelbliche Krystalle von 
im Maximum etwa !/2cem Lange. DaB es sich in der Tat um 
Schwefel handelte, wurde durch die Sublimation im Uhrglas- 
apparat, wobei sich auBerdem der charakteristische Schwefel- 
geruch verbreitete, und durch das Verbrennen mit blauer 
Flamme auf dem Platinblech unter Geruch nach schwefliger 
Sdure erwiesen. 

In einigen Fallen habe ich das Gewicht des ausgeschie- 
denen, aus Chloroform krystallisierten Schwefels festgestellt. 
Es betrug: 0,0032 resp. 0,0058 aus der Tagesquantitaét. Natiir- 
lich stellt das nicht die ganze Quantitat des in dem Thiosulfat 
enthaltenen Schwefels dar, da einerseits ja noch Schwefel suspen- 
diert war, anderseits die Spaltung des Thiosulfats vermutlich 
noch nicht vollstaéndig erfolgt war, die ja nach Landoldt') 


') Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 16, S. 2958. 
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in wasserigen LOsungen durch geringe Siiurekonzentrationen 
nur langsam erfolgt, im Harn vermutlich noch langsamer. 

Es erscheint mir zweckmifbig, an dieser Stelle auf den 
Nachweis und die quantitative Bestimmung des Thiosulfats im 
Harn etwas niher einzugehen. 

Was den Nachweis betrifft, so kann derselbe sowohl direkt 
im Harn, als durch Destillation mit Siéure gefiihrt werden. Alle 
folgenden Angaben beziehen sich auf den nach Fiitterung 
mit Weifikohl entleerten, dann mit Essigsiure angesiuerten 
und filtrierten Harn einerseits, den nach Mohrriibenfiitterung 
anderseits. 

1. Die Reaktion mit Silberl6sung. Versetzt man den Harn 
mit etwa dem gleichen Volumen 3°/oiger Silbernitratlésung, 
so sieht man, dafi der im ersten Moment gelblich-weibe Nieder- 
schlag sich schnell citronengelb, dunkelgelb, orange, braunrot 
resp. braun firbt, genau so wie eine recht verdiinnte Losung 
von Thiosulfat. Schwarzfirbung ist in der Regel erst am fol- 
genden Tage zu bemerken. Der aus dem thiosulfatfreien Harn 
erhaltene Silberniederschlag bleibt zuniichst ganz unverindert, 
nimmt dann allmiéhlich eine graugelbe Farbe an. Der Unter- 
schied ist so eklatant, daB man eigentlich schon danach tber 
die Anwesenheit von Thiosulfat nicht im Zweifel sein kann. 

2. Versetzt man etwa 50 cem des Harns mit etwas Queck- 
silberchlorid (oder -acetat) bis zur bleibenden Triibung, erhitzt 
im Becherglas auf dem Drahtnetz zum Sieden und erhiilt einige 
Zeit darin, so tritt eine graugriine, allméhlich in schwarz tiber- 
gehende Firbung ein durch Bildung von Quecksilbersulfid. Der 
thiosulfatfreie Harn bleibt fast unverandert. In dieser Form 
angestellt kann die Reaktion leicht verfehlt werden, da zu dem 
beschriebenen Verlauf derselben eine ganz bestimmte, schwer 
zu treffende Quantitéit Quecksilberchlorid erforderlich ist. Nimmt 
man zu wenig, so fehlt es an Material zur Bildung von Queck- 
silbersulfid, nimmt man zuviel, so wird der Niederschlag gelb, 
aber auch bei noch so langem Kochen nicht schwarz. Diese 
eigentiimliche Erscheinung beruht augenscheinlich darauf, dab 
sich bei Uberschu8 von Quecksilberchlorid ein Doppelsalz des- 
selben mit Quecksilberthiosulfat bildet. Diese Doppelsalze sind 
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aber beim Erhitzen weit bestiindiger als das Quecksilberthio- 
sulfat fiir sich.’). 

In beiden Fallen ist die Reaktion nicht ganz verloren. 
Im ersten Fall geniigt es, der siedenden Fliissigkeit noch einige 
Tropfen Quecksilberchlorid hinzuzusetzen, im zweiten Fall zeigt 
der gelbe oder graugelbe Niederschlag eine charakteristische 
Resistenz gegen Salpetersiure, selbst in der Siedehitze, wenn 
man etwa !/2 Volumen einer solchen von 1,2 D hinzusetzt. 

SchlieBlich bin ich bei folgender Form der Anstellung 
der Reaktion stehen geblieben. 

50 cem Harn — man kommt auch mit weniger aus — 
werden auf dem Drahtnetz zum Sieden erhitzt und mit einer 
Pipette tropfenweise allmahlich Quecksilberchlorid hinzugesetzt: 
es entsteht sofort ein schmutzig-grau gefirbter Niederschlag, 
der bei weiterem Sieden schwarz oder griinlich-schwarz wird. 
Um zu zeigen, dai es sich um Quecksilbersulfid handelt, setzt 
man etwa die Hilfte bis zwei Drittel des Volumens Salpeterséure 
hinzu; es tritt fast gar keine Verdnderung ein, man kann sogar 
noch ein wenig weiter erhitzen; fiigt man nun aber Salzséure 
hinzu, so wird die Mischung sofort klar mit gelber Farbe. Zu 
lange wird man freilich mit Salpetersaure nicht erhitzen diirfen, 
da der Harn ja Chloride enthalt. Man kann auch die — aller- 
dings sehr geringe — Quantitat des gebildeten Quecksilber- 
sulfids nach dem Zusatz von Salpetersiiure isolieren — sei es 
durch Dekantieren, sei es durch Filtrieren und Auswaschen 
auf dem Filter und dann das Verhalten zu Salpeterséure allein 
und nachtriiglichen Zusatz von Salzsaéure, sowie den Queck- 
silbergehalt der entstandenen Lésung durch Zinnchloriir fest- 
stellen. Beziiglich der Empfindlichkeit der Reaktion in reinen 
Liésungen von Thiosulfat habe ich festgestellt, daB die Grenze 
etwa bei 0,05 °/oo (/20000) liegt, bezogen auf krystallisiertes 
Natriumthiosulfat, wenn man 25 ccm dieser Lésung anwendet. 
Bei einer solchen Verdiinnung darf man allerdings keine Schwar- 
zung der Fliissigkeit erwarten, dieselbe wird vielmehr erst gelb, 
dann briiunlich und opak, bei langerem Stehen scheiden sich 
auch schwarze Fléckchen von HgS ab. Es empfiehlt sich, nicht 


‘) Vgl. Gmelin-Kraut, Anorgan. Chemie, 6. Aufl., S. 173. 
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gesattigte L6sung von Quecksilberchlorid anzuwenden, sondern 
etwa 4fach verdiinnte und auch dann mit dem Zusatz von HgCl, 
vorsichtig zu verfahren. 

Die Empfindlichkeit bei Anwendung von Harn!) statt Wasser 
ist kaum geringer. 

Der nach Fiitterung mit Mohrriiben entleerte Harn bleibt, 
ebenso behandelt, fast unverdndert, es tritt nur geringe Triibung 
und etwas dunklere Farbung ein, und auf Zusatz von Salpeter- 
sdure wird der Harn sofort klar. 

Was den Nachweis der Spaltungsprodukte betrifft, 
so pflege ich, wie schon frihher?) beschrieben, 100 ccm Harn 
mit 10 ccm oder etwas mehr Salzsiure (25°/oige) auf dem 
Drahtnetz zu destillieren.*) Der dabei entstehende weibliche 
Anflug von Schwefel im Kiblrohr ist wohl kaum zu verkennen, 
dem Nachweis des SO, stehen dagegen verschiedene Schwierig- 
keiten entgegen. 

Fiingt man die ersten Kubikzentimeter des Destillates 
fiir sich auf — etwa 5—7 —, so laBt der stechende Geruch 
und die Reaktion mit Nitroprussidnatrium, Zinksulfat und Natron- 
lauge 4) wohl keinen Zweifel: die durch die genannten Reagen- 
tien entstehende Rotfarbung ist zwar nicht intensiv, aber doch 
deutlich wahrnehmbar. Destilliert man aber etwa die Hilfte 
ab und priift dann das Destillat, so ist diese Reaktion nicht 
mehr wahrnehmbar — dafiir ist die Quantitét des SO, doch 
zu gering — und es treten nun verschiedene Schwierigkeiten 
auf. Die erste dieser ist der im Kaninchenharn wohl nie ganz 
fehlende Gehalt an Ameisenséure. Diese macht sowohl die Re- 
duktion von Quecksilberchlorid zu Quecksilberchloriir, die ja 
geradezu als Methode zur Bestimmung der Ameisensiure im 
Harn benutzt wird, als auch die Silberreaktion zweifelhaft. 


') Hierzu dienie wiederum der Harn nach Mohrriibenfiitterung. 

*) Virchows Arch., Bd. 66, S. 315 (1876) und Pfliigers Arch., 
Bd. 39, S. 213. 

*) Liegt geniigendes Material vor, so ist die Anwendung von 250 ccm 
vorzuziehen, damit auch Spuren von Thiosulfat nicht tibersehen werden 

*) Fresenius, Qualitative Analyse. 15. Auflage, S. 236 und 
Treadwell, Qualitative Analyse. 6. Auflage, S. 308. 
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Eine beim Erhitzen des Destillates auftretende graue resp. 
schwirzliche Fiirbung wird ja in der Regel als Reduktion zu 
Silber durch vorhandene Ameisensdéure aufgefaht, es k6nnte 
sich aber auch um Silbersulfid handeln, das sich beim Erhitzen 
von schwefligsaurem Silber bildet.!) Fiir beweisend halte ich 
nur die Bildung von H,S beim Behandeln des Destillates mit 
Aluminium?) und Salzsiiure. Aber auch hiebei bestehen Schwie- 
rigkeiten. Soviel ich gesehen habe, erhalt man aus jedem Harn, 
wenn man ihn mit 1/10 seines Volumens 25°/oiger Salzsdure 
versetzt und etwa die Halfte abdestilliert, ein SO,-haltiges 
Destillat. Leider enthalt das Destillat, wie bekannt, auch Spuren 
von H,S. Um durch diese nicht getiuscht zu werden, verfahrt 
man am besten folgendermafen: das Destillat wird zuerst fiir 
sich in einem locker verschlossenen Kolbchen, in dessen Hals 
ein mit basischem Bleiacetat getriinkter, dann abgedriickter 
zusammengefalteter Filtrierpapierstreifen eingeftihrt ist, bis zum 
beginnenden Sieden erhitzt und dann eine halbe bis ganze 
Stunde stehen gelassen. Der Filtrierpapierstreifen wird heraus- 
genommen und aufbewahrt. Nun bringt man einige Stiickchen 
Aluminiumblech in dasselbe K6lbchen, setzt etwas Salzsaure 
hinzu, fiihrt einen neuen Streifen Bleipapier ein und erhitzt, 
bis die Wasserstoffentwicklung in Gang kommt. Die Differenz 
der Fiirbung der beiden Bleipapiere wird tiber die Anwesen- 
heit oder Abwesenheit von SO, nicht im Zweifel lassen. Ftir 
die Entscheidung der Frage aber, ob man es mit der «normalen» 
schwefligen Siure oder mit einem Gehalt von Thiosulfat zu 
tun hat, ist lediglich die Erfahrung tiber die Schnelligkeit des 
Eintritts der Briuung- resp. Schwiirzung des Bleipapiers und 
die Intensitat der Schwirzung mafgebend. 

Grobe Schwierigkeiten entstehen, nebenbei bemerkt, durch 
die regelmibige Gegenwart der schwefligen Saure in den Harn- 
destillaten fiir den Nachweis und die Bestimmung der Ameisen- 


') Vgl. Treadwell, Qualitative Analyse, 6. Aufl., S. 306. 

2) Aluminium ziehe ich dem Zink vor, da man bei demselben vor 
oberflachlich auf dem Zink gebildetem Schwefelmetall sicher ist. Auf 
eine eigentiimliche bei Anstellung der Probe beobachtete Erscheinung 


komme ich noch zuriick. 
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siure. Man kann sie nur umgehen, wenn man die Destillation 
unter Bedingungen vornimmt, bei denen es, Abwesenheit von 
Thiosulfat vorausgesetzt, nicht zur Bildung von SO, kommt, 
d. h. im Dampfstrom. Bei den dlteren Untersuchungen tiber die 
Ameisensiiure im Harn ist dies vielfach nicht geschehen, die 
quantitativen Angaben sind daher nicht ganz einwandfrei. 

Um noch einen weiteren Beweis zu haben, dafi der beim 
Destillieren nach Saéurezusatz Schwefel und schweflige Siure 
liefernde Kérper Thiosulfat ist, kann man noch folgende Ver- 
suche anstellen: 

1. 100 cem des betreffenden Harns werden mit Silber- 
nitratlésung im Uberschu8 versetzt und ohne Siiurezusatz 
destilliert: es tritt kein Schwefel im Kihlrohr auf. 

2. 100 ccm werden mit Silberlésung im Uberschuf8 ver- 
setzt, erhitzt, filtriert, das Filtrat wird unter Zusatz von 10 cem 
Salzsdure destilliert: gleichfalls kein Schwefelanflug im Kiihlrohr. 

Bisher habe ich Thiosulfat nur bei ausschlieBlich mit 
Weibkohl gefiitterten Kaninchen gefunden. Es fehlt bei Fiitterung 
mit Hafer, mit Hafer und Luzerne, Kartoffeln und Milch, aus- 
schlieBlicher Fiitterung mit Mohrriiben. Vielleicht steht das von 
Rubner’) im Verein mit Niemann und Stagnitta-Ballistreri 
festgestellte Vorkommen von Methylmercaptan im Harnnach Genub 
von Blumenkohl, Rotkohl und Teltower Riiben in einem gewissen 
Zusammenhang damit. Der Gehalt des Harns an Thiosulfat bei 
den mit Weifikoh! gefiitterten Kaninchen ist anscheinend etwas 
wechselnd. Wihrend man mitunter einen starken weiben Anflug 
im Kthlrohr beobachtet, ist derselbe manchmal weit schwiicher. ”) 
Dasselbe hat Dr. Simon in meinem Laboratorium beobachtet. 

Nicht unerwahnt mochte ich lassen, daf} faulig gewordener 
Harn von Kaninchen bei Kohifiitterung sehr betriichtliche Mengen 
an Thiosulfat enthélt. Die untersuchten Harne waren jeden- 
falls nicht faulig. Sie wurden beim Ansiiuern mit Essigséure vollig 
klar und hielten sich so, filtriert und in Glasstépselflaschen auf- 


') Arch. f. Hygiene, Bd. 19, S. 117 bezw. 136 (1893). 

*) Die quantitativen Bestimmungen (siehe weiter unten) sprechen 
allerdings nicht fiir wesentliche Unterschiede. Es kann auch sein, daf die 
Starke des Schwefelanfluges nicht immer dem Thiosulfatgehalt parailel geht. 
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bewahrt, mindestens tagelang.'!) Bei gentigender Sorgfalt be- 
zuglich der Reinhaltung der Kiéfige ist dies leicht zu erreichen, 
wie denn tiberhaupt die Annahme besonders leichter Zer- 
setzlichkeit des Pflanzenfresserharns nicht zu Recht besteht. 

Ob auch der Harn bei anderer Fiitterung, wenn er faulig 
geworden ist, Thiosulfat enthalt, habe ich nicht untersucht. 

Man wird danach kiinftig bei Versuchen tiber das Ver- 
halten schwefelhaltiger Verbindungen bei Kaninchen die Fiitterung 
mit Weifkohl vermeiden oder mindestens _ beriicksichtigen 
miissen; fiir nicht unméglich halte ich es, daB Kaninchen mit 
Thiosulfatausscheidung sich manchen verfiitterten Substanzen 
gegeniiber anders verhalten, als solche ohne Thiosulfat im Harn. 

Es lag nun nahe, zu versuchen, ob man nicht das Thio- 
sulfat quantitativ bestimmen kénnte, indem man den Schwefel- 
gehalt des beim Erhitzen mit Silbernitrat erhaltenen Nieder- 
schlags ermittelte. 

Zu dem Zweck verfuhr ich folgendermafien: 100 ccm 
des betreffenden Harns wurden mit einem Uberschuf von Silber- 
nitratl6sung versetzt, dann in einem relativ groBen Becherglas 
auf dem Drahtnetz 15 Minuten im Sieden gehalten (vom Be- 
ginn des Siedens an gerechnet), der Niederschlag durch ein 
Filter von Schleicher und Schiill Nr. 590 filtriert und mit heiBem 
Wasser so lange gewaschen, bis auch die letzte Spur von 
Sulfaten im Waschwasser verschwunden war. Da die Beweis- 
kraft des Versuches davon abhéngt, dafi auch nicht die mini- 
malste Spur von Sulfaten im Waschwasser vorhanden ist, muBbte 
auf diesen Punkt besonders geachtet werden. Die Probe des 
Waschwassers blieb daher, mit Baryumnitrat und etws Salpeter- 
siiure versetzt, langere Zeit stehen, ehe ich tiber das Vor- 
handensein oder Nichtvorhandensein von Sulfaten urteilte. Der 
Niederschlag hat die Neigung, beim Auswaschen durch das 
Filter zu gehen.?) Man benutzt daher zum Aufbringen der 

') Damit steht die Angabe, dafs sich der mit Salzséure angesduerte 
Harn beim Aufbewahren unter Schwefelausscheidung triibt, nicht in Wider- 
spruch, die Essigséure wirkt im Harn, wenn ihre Quantitaét nicht zu grof 
ist, nicht zersetzend auf Thiosulfat. 


2?) Diese Neigung ist geringer, wenn man den Niederschlag erst am 
niichsten Tage filtriert, nachdem man die Mischung angewarmt hat. 
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letzten, fest am Glase haftenden Anteile des Niederschlages 
und zum Auswaschen zweckmiibig eine warme 10—15°/oige 
Loésung von Ammonnitrat. In dem Zeitpunkt, in dem die Sul- 
fate nicht mehr im Waschwasser vorhanden sind, ist Silber 
immer noch darin nachweisbar, ja es gelingt durchaus nicht 
immer, das Silber vollsténdig fortzuwaschen. Allerdings ist 
es leicht, Freisein des Waschwassers von Silber zu demon- 
strieren, wenn man ohne besondere Vorsicht Salzsiure hinzu- 
setzt: es tritt nicht die geringste Triibung ein. Wenn man aber 
sehr vorsichtig ein kleines Trépfchen Salzsiiture am Rande 
herunterfliefen lift und dann durch Schiitteln verteilt, verhilt 
sich die Sache ganz anders: dann tritt oft noch in dem scheinbar 
silberfreien Waschwasser deutliche Triibung ein. Um ganz sicher 
zu sein, wurde das Waschen noch einige Zeit fortgesetzt, nach- 
dem schon kein Sulfat mehr nachzuweisen war. Schlieflich 
wurde mit Alkohol und Ather gewaschen, das Filter ausgebreitet 
in einer Abdampfschale langere Zeit auf dem Wasserbad ge- 
trocknet. Der Niederschlag wurde vom Filter abgelist und, 
ohne anzudriicken, mit dem griften Teil von 15 g Salpeter- 
mischung (2'/2 Teile KNO,, 1 Teil Na,CO,) in einer glasierten 
Reibschale gemischt, die Mischung in einen Nickeltiegel ge- 
schiittet, die Reibschale mit dem Rest der Salpetermischung 
nachgespiilt und schlieflich mit ein wenig etwas angefeuchtetem 
aschefreiem Filtrierpapier ausgewischt. Um das am Filter hingen 
Gebliebene nicht zu verlieren, wurde das entsprechend zu- 
sammengefaltete Filter tiber einer Porzellanschale in Streifen 
geschnitten und diese eingerollt. Nunmehr wurde der Nickel- 
tiegel erhitzt und sobald die Salpetermischung zu schmelzen 
anfing, die Papierkiigelchen successiv in den Tiegel geworfen. 
Die ganze Prozedur des Erhitzens und Schmelzens dauert nur 
etwa fiinf Minuten. Es ist zweckmaBig, den Tiegel nach dem 
Ausléschen der Flamme etwas umzuschwenken, damit sich das 
metallische Silber nicht zu fest am Boden des Nickeltiegels an- 
setzt. Nachdem der Tiegel vollig erkaltet war, wurde er etwa 
zur Hilfte mit Wasser gefiillt und auf dem Drahtnetz erhitzt. 
Die Lésung der Schmelze geht so verhiltnismiifig leicht. Der 
ganze Inhalt des Tiegels wurde zunichst in eine Abdampfschale 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXIX, 34 
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gebracht, gut nachgespiilt und vom metallischen Silber) in einen 
Stehkolben von 500 cem Inhalt abfiltriert, nachgewaschen, vor- 
sichtig etwa die Hilfte von 100 ccm bereit gestellter Salzsiure 
in den Kolben gegossen und dieser nach gutem Durchmischen 
auf dem Drahtneiz erhitzt. Hierbei kann sehr leicht Verlust 
durch Siedeverzug eintreten. Sobald man die Neigung hierzu 
bemerkt, unterbricht man die Erhitzung, giefit den Inhalt des 
Kolbens in eine Abdampfschale und dampft zuerst auf einer 
kleinen Flamme, dann auf dem Dampfbad oder Wasserbad 
vollig zur Trockne. Den Trockenriickstand tbergieit man mit 
der anderen Hilfte der Salzsiure und dampft wiederum villig 
zur Trockne. Der Trockenriickstand wurde in Wasser geldst 
— er léste sich vollig klar —, die Lésung, deren Volumen 
etwa 80 ccm betrug, in der iiblichen Weise heifi mit Chlor- 
baryumlésung gefallt, am nachsten Tage filtriert. 

Um einen Vergleichsmafistab zu haben, wurde meistens 
auch die Schwefelséure im Filtrat vom Silberniederschlag be- 
stimmt, in einigen Fallen auch noch der neutrale Schwefel im 
Filtrat von der Schwefelséiurebestimmung. Hierbei ergab sich 
nun eine Schwierigkeit beziiglich des Auswaschens des Nieder- 
schlages. Wenn man hierzu Ammonnitrat verwendet, gelangt 
eine nicht unerhebliche Quantitaét Salpeterséure in das Filtrat. 
Es war zu befiirchten, da nach dem Eindampfen mit Salz- 
siiure, das ja zur Entfernung des tiberschiissigen Silbers und 
zur Spaltung der Atherschwefelsiuren erforderlich war, die ent- 
stehende Salpetersalzsiure eine merkliche Quantitét des BaSO, 
in Lésung halten, die Bestimmung der H,SO, also zu niedrig 
ausfallen kénnte. Ich nahm daher zum Auswaschen 10°/oige 
Ammonacetatlésung. Nun trat eine eigentiimliche Erscheinung 
auf. Wahrend das Filtrat bis dahin klar war, wurde és nun 
weiblich triib. Diese Erscheinung beruht, wie ich mich durch 
Versuche mit frisch gefalltem Chlorsilber tiberzeugte, darauf, 
dai Ammonacetatlésung Chlorsilber auflést und gleichzeitig 
soleches mechanisch mit durchs Filter fiihrt. Dies findet auch 





') Das riickstindige Silber darf beim Behandeln mit salzsaurem 
Wasser an dieses keine Sulfate abgeben. Das war auch nie der Fall, so 
oft darauf untersucht wurde. 
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bei Anwendung einer mit Essigséure angesiuerten — ohne 
diesen Zusatz alkalisch reagierenden — Ammonacetatlésung 


statt, anscheinend in geringerem Grade. Die Triibung ver- 
schwindet, wenn man zu dem Waschwasser etwas Salzsiure 
+ Salpetersiure hinzusetzt, man kann dann mit BaNO, auf 
H,SO, priifen. Bei der starken Verdiinnung ist ein Fehler durch 
In-Lésung-bleiben kaum zu befiirchten. 

Der weitere Gang der Untersuchung war nun der, daf das 
Filtrat -- Waschwasser vom Silberniederschlag mit Salzsiéure 
versetzt, langere Zeit erwarmt wurde, bis sich das Ag(Cl ab- 
gesetzt hatte, dann abfiltriert, nachgewaschen, Filtrat und 
Waschwasser zur Verminderung des Volumens und zur Spal- 
tung der Atherschwefelsiuren stark eingedampft, eventuell 
nochmals filtriert und die H,SO, in der tiblichen Weise be- 
stimmt wurde. 

Filtrat und Waschwasser vom BaSO, wurden mit Na,CO, 
neutralisiert, ohne Beriicksichtigung des ausgeschiedenen BaCO, 
eingedampft und mit Salpetermischung geschmolzen, dieSchmelze 
in Wasser gelést, vom BaCO, abfiltriert usw. Ausgeschiedene 
Si0, ist natiirlich abfiltriert worden. Das ausgewaschene BaCO, 
darf kein BaSO, enthalten.') Wenn eine Bestimmung des neu- 
tralen Schwefels nicht beabsichtigt ist, tut man natiirlich besser, 
die Schwefelsiure in 100 ccm Harn direkt zu bestimmen. 

Ich bin gendtigt, noch einige Punkte des Verfahrens zu 
rechtfertigen. Die aus der Salpetermischung stammende Sal- 
petersdure wird natiirlich durch das Erhitzen bezw. zweimalige 
Abdampfen mit je 50 ccm Salzsaure nicht vollg entfernt. Das 
erschien aber nicht notwendig, da der doch immer nur in 
sehr geringer Menge erhaltene Niederschlag vom BaSOQO, 
nur Spuren von Ba(NO,), enthaélt, wenn man ihn griindlich 
so lange mit heifem Wasser wischt, bis das Waschwasser 
auf Zusatz von Silbernitratlé6sung absolut klar bleibt. Die An- 





‘) Auf Gehalt an BaSO, wurde wiederholt gepriift. Zu dem Zweck 
wurde der gut ausgewaschene Niederschlag in verdiinnter Salzséure ge- 
lést, ausgewaschen, der minimale Riickstand — im wesentlichen Platin — 
mit gesattigter Na,CO,-Lésung gekocht: das Filtrat erwies sich schwefel- 
sdurefrei. 

34* 
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wendung grOferer Mengen von Salzséure hatte aber auBerdem 
noch einen Nachteil gebracht. Die angewendete Salzsaure war 
nicht vollig rein, ich war also gendtigt, fir das erhaltene BaSO, 
eine Korrektur einzufiihren. Bei den kleinen Mengen von 
BaSO,, um die es sich handelte, war es natiirlich wiinschens- 
wert, dab diese gegeniiber dem bei der Bestimmung des BaSO, 
erhaltenen Werte nicht zu grof war. Um die erforderliche 
Zahl fiir die Korrektur zu erhalten, wurden 15 g derselben 
Salpetermischung ebenso lange wie in den Versuchen im Nickel- 
tiegel geschmolzen usw., 100 ccm derselben Salzséure an- 
gewendet usw. 

So ergab sich in einem Versuch 0,0054 BaSOQ,, in einem 
zweiten 0,0056, danach wurde als Korrektur durchweg 0,0055 
angewandt. Die Zahl setzt sich zusammen aus dem H,SO,- 
Gehalt der angewendeten Materialien und dem beim Schmelzen 
aus dem Gas aufgenommenen Schwefel. 

100 ccm der Salzséiure, fiir sich allein abgedampft. 
gaben 0,0025 BaSO,, 100 ccm mit 15 g Salpetermischung ohne 
vorherige Schmelzung abgedampft 0,0038 BaSO,. Danach ist 
beim Schmelzen Schwefelsiure aufgenommen entsprechend 
0,0017 BaSQ,. 

Ich gehe nun zur Mitteilung einiger Einzelresultate tiber. 

Kaninchen I wird am 6./10. zum Versuch genommen, 
mit Weibkohl gefiittert. Untersucht wurde der Harn vom 9./10. 
Derselbe enthielt reichlich Thiosulfat. 

100 cem gaben: 

a) BaSO, aus dem Silberniederschlag 0,0633 
b) aus Sulfaten’) 0,3346 
c) aus neutralem Schwefel?) 0,0898 
Da das unterschwefligsaure Silber sich nach der Gleichung : 


Ag,S,0, + H,O = Ag,S + H,SO, 


') Hierunter ist stets sowohl die praformierte, als auch die gebun- 
dene Schwefelséure verstanden. 

*) «Neutraler Schwefel»> = Schwefel im Filtrat von b; ich lege auf 
diese Zahl keinen besonderen Wert, da hierbei die Quantitét der ange- 
wendeten Salzsiiure nicht bestimmt ist, also schon aus diesem Grunde 
keine Korrektor angebracht werden konnte. 
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( zersetzt, so ist die Zahl fiir das aus der H,S,O, stammende 
BaSO, zu verdoppeln, anderseits die einfache Zahl von der 
Zahl fiir die Schwefelsiure abzuziehen. 

So berechnet sich: 

a) BaSO, aus H,S,0, 0,1260 
b) BaSQ, aus H,SO, 0,2713 

Das Verhialtnis von a) zu b) ist danach 1 : 2,3. 

Von dem Gesamtschwefel betragt der Sulfat-S 55,62 °/o, 
der Nichtsulfatschwefel 44,30°/o. 

Harn vom 11./10. 

Tagesmenge 400 ccm. 

100 ecm geben: 

a) BaSO, aus dem Ag-Niederschlag 0,0753 
b) aus Sulfaten 0,3982 
c) aus neutralem Schwefel 0,0892 

Rechnet man, wie oben, um, so ergibt sich 

a) BaSO, aus H,S,0, 0,1506 
b) BaSQ, aus Sulfaten 0,3229 

a:b= 1: 2,14. 

Von dem Gesamtschwefel betragt der Sulfat-S 57,38 °/o, 
der Nichtsulfatschwefel 42,62°/o in naher Ubereinstimmung 
mit dem Harn vom 9./10. 

Kaninchen II. 

Nach Fiitterung mit Luzerne und Hafer zum Versuch ge- 
nommen. Fiitterung mit Kartoffeln, die jedoch nur am ersten 
Fiitterungstage in der Quantitét von 80¢ gefressen werden. 

Der Harn ist frei von Thiosuifat. 

100 ccm gaben: 

a) BaSO, aus dem Silberniederschlag 0,0153?) 
b) BaSO, aus Sulfaten 0,2132 

@: bam l: 14. 

Kaninchen III. 

Im Stall mit Hafer und Futterriiben gefiittert, im Kafig 
ausschlieBlich mit Mohrriiben. Der Harn war stets frei von 





1) Die Umrechnung ist hier nicht vorgenommen, da kein Beweis 
dafiir vorliegt, daf’ das gebildete Ag,S aus H,S,0, stammt. Auf diese 
Frage gehe ich noch weiter unten ein. 
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Thiosulfat. Der S-Gehalt des Silberniederschlages wurde an 
einer Reihe von Tagen bestimmt. 

















| Harnmenge | BaSO, aus Ag-Niederschlag erhalten 

| ccm %Fo | pro Tag 
12./11. £50 0,0156 0,0702 
13./11. 400 0,0178 0,0712 
14./11. 500 0,0162 0,0850 
15./11. 410 0,0183 0.0750 
16.11. | 500 | 0,0129 0,0645 

Da der Harn Spuren von Eiweifi enthélt, wenn auch 

nur minimale, — bei Mohrriibenfiitterung habe ich dies Ofters 


beobachtet —, konnte man daran denken, daf der S-Ge- 
halt des Ag-Niederschlages von diesem abhingen konnte. 
Es wurde deshalb in dem Harn vom 16. der Eiweifbgehalt 
bestimmt. Er ergab sich zu 0,0222 fiir 100 ccm. Nimmt man 
den S-Gehalt des EiweiBes selbst zu 2°/o an, so wiirde diese 
Quantitét nur rund 0,003 BaSO, haben liefern kénnen. Diese 
Quelle kommt also fiir den S-Gehalt des Ag-Niederschlages 
nicht wesentlich in Betracht, immerhin ist sie nicht ganz zu 
vernachlassigen. 

Nun aber war der Einwand nicht ganz ausgeschlossen, 
dais der Unterschied in dem Verhalten des Harns vielleicht 
garnicht auf der verschiedenen Fiitterung beruht, sondern 
auf individuellen Eigentiimlichkeiten. Es war also notwendig, 
das Verhalten des Harns an ein und demselben Kaninchen 
bei verschiedenem Futter zu untersuchen. 

Kaninchen IV 
von 2250g Korpergewicht mit 500g Mohrriiben pro Tag gefiittert. 

Der Harn am zweiten Tage der Fiitterung mit Mohr- 
riiben erwies sich frei von Thiosulfat. 

Der Silberniederschlag aus 300 ccm des Harns ergab 
0,0408 BaSO,, also fiir 100 cem 0,0136. Der Harn vom 
vierten Tage der Fiitterung gab fiir 100 ccm!) 

a) BaSO, aus Ag-Niederschlag 0,0143 

b) » aus H,SO, (direkt bestimmt) 0,0990 

Verhaltnis von a: b = 1: 6,9. 
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Nunmehr wurde das Kaninchen mit Weifkohl gefiittert. 
Der Harn am zweiten Tage der Kohlfiitterung enthielt reichlich 


Thiosulfat. 
100 ccm Harn gaben 
a) BaSO, aus Ag-Niederschlag 0,0757 
b) » aus H,SO, (direkt bestimmt) 0,2208 


Die Zahl fiir das BaSO, aus dem Ag-Niederschlag muf 
aus den oben erorterten Griinden verdoppelt werden = 0,1514, 
wihrend die Zahl fiir BaSO, aus Sulfaten unveriindert bleibt. 

Verhiltnis von a:b = 1: 1,5. 

Nach alledem unterliegt es keinem Zweifel, dai der 
bei Fiitterung mit Weifkohl entleerte Harn von dem bei ver- 
schiedenem anderem Futter entleerten sich durch einen be- 
trichtlichen Gehalt an Thiosulfat unterscheidet. 

Wie steht es nun aber mit der Bildung von Schwefel- 
silber aus dem Harn bei anderer Fiitterung? Beruht sie 
vielleicht auch auf einem auf anderem Wege nicht nachweis- 
baren Gehalt an Thiosulfat, oder auf einem anderen schwefel- 
haltigen Kérper? In letzterem Fall wiirden die bei der quanti- 
tativen Bestimmung des Thiosulfats erhaltenen Zahlen offenbar 
einer Korrektur bediirfen, wobei freilich vorausgesetzt ist, dab 
dieser ,,andere“ schwefelhaltige Koérper auch den thiosulfat- 
haltigen Harnen nicht fehlt. Das ist ja von vornherein sehr 
wahrscheinlich, immerhin ist aber auch die Modglichkeit in 
Betracht zu ziehen, dafi er durch Thiosulfat ersetzt sein kénnte. 

Nun kann man aber bei der geringen Quantitét von 
Schwefelsiure, die beim Schmelzen des Silberniederschlages 
des nicht thiosulfathaltigen Harnes nur erhalten wurde, wohl 
die Frage aufwerfen: Beruht die Annahme der Bildung ven 
Schwefelsilber in solchen Harnen nicht auf einer Téuschung 
durch trotz des auBerordentlich langen Auswaschens doch noch 
in dem Niederschiag zuriickgehaltene Sulfate ? 

Gegen diese Vermutung lat sich folgendes geltend 


machen: 





’) In 250 ccm wurden gefunden 0,0412 g, dann ab 0,0035 als Kor- 
rektur = 0,0337 in 250 ccm. 
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1. Die Zahlen fiir das BaSO, aus dem Ag-Niederschlag ge- 
horen derselben Gréfenordnung an. Sie betrugen fiir 100 cem: 
0,0153 — 0,0156 — 0,0178 — 0,0162 — 0,0153 — 0,0129 
0,0136 — 0,0147, Mittel 0,0151. 

Wiren sie durch dem Ag-Niederschlag noch anhingende 
Sulfate bedingt, so wiirde man wohl gréBere Schwankungen 
zu erwarten haben. 

2. Die Bestimmung des S in dem Ag-Niederschlag gab 
aus mehr Harn entsprechend mehr BaSQ,, namlich 

aus 300 cem 0,0408 = 0,0136 fiir 100 cem 

>» 250 » 0,0357 = 0,0143 » 100 » 
im Mittel 0,0140, wahrend der aus 100 ccm selbst abgeleitete 
Wert 0.0151 betragt. 

Eine solche Ubereinstimmung wire gewif nicht zu er- 
warten, wenn die ganze Erscheinung nur auf Zuriickhaltung 
von Sulfaten in dem Ag-Niederschlag beruhen wiirde. 

3. Die Bildung von Schwefelsilber beim Erhitzen des Harns 
mit AgNO, findet ihr Analogon in der von Fr. N. Schultz!) 
gefundenen Bildung von Schwefelblei beim Erhitzen des Harns 
mit alkalischer Bleilésung, allerdings unter Zusatz von me- 
tallischem Zink. 

Petry,?) der das Verfahren von Fr. N. Schultz benutzte, 
bestimmte in einem Kaninchenharn den hierbei abgespaltenen 
Schwefel und den Gesamtschwefel. Der abgespaltene Schwefel 
betrug 8,34°/o des Gesamtschwefels. Uber die Ernihrung des 
Kaninchens ist leider nichts angegeben, vermutlich bestand das 
Futter nicht aus WeiBkohl, sonst wire die Bildung von Schwefel- 
blei wohl weit erheblicher gewesen. 

Obwohl nach alledem kaum noch irgend ein Zweifel 
dariiber aufkommen kann, daf der Schwefelsiuregehalt der 
Schmelze des Silberniederschlages auf einem Gehalt desselben 
an Schwefelsilber beruht, und nicht auf in demselben noch 
restierenden Sulfaten, habe ich doch diesen Nachweis noch auf 
einem anderen Wege zu fiihren gesucht und zwar an einem 
thiosulfathaltigen Harn. Der Versuch sollte namlich gleich- 


') Diese Zeitschrift, Bd. 25, S. 16. 
?) Diese Zeitschrift, Bd. 30, S. 45. 
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zeitig die Frage entscheiden, ob auch der thiosulfathaltige Harn 
noch einen Korper enthalte, aus dem heife Silbernitratlsung 
Schwefel spaltet. Der Harn mufte also sowohl von H,S,0,, als 
auch von H,SO, befreit werden. Die vollige Entfernung der 
H,S,O, war weit schwerer zu erreichen, als ich gedacht hatte. 

Ich verfuhr folgendermaBen: 

,  300ccm eines Harns nach Fiitterung mit Weifkohl wurden 
mit 10 ccm verdiinnter Schwefelsiure ') angesiiuert und auf freiem 
Feuer bis auf etwa 100—150ccm eingedampft, dann destilliert, 
bis beginnendes Stolen (Ausscheidung von CaSQO,) weiteres 
Destillieren unméglich machte. Auffallenderweise zeigte sich 
im Kihlrohr noch ein Anflug von Schwefel. Der Kolbeninhalt 
wurde filtriert, nachgewaschen, wobei allerdings etwas CaSO, 
in Losung ging, stark verdiinnt und nochmals stark eingedampft, 
wiederum destilliert; nunmehr war ein Anflug von Schwefel 
nicht mehr zu bemerken, das Destillat enthielt aber anschei- 
nend noch etwas SO,; nach den friiheren Erorterungen hier- 
iiber ist hierauf indessen kein Gewicht zu legen. Der Sicher- 
heit wegen wurde der Kolbeninhalt in einer Abdampfschale 
fast bis zur Trockne gedampft, mit Wasser aufgenommen, {iltriert, 
mit Barytwasser von H,SO, befreit, vom BaSO, abfiltriert, der 
iiberschiissige Baryt durch (NH,),CO, in der Hitze entfernt, 
filtriert, auf etwa.150 ccm eingedampft, mit AgNO, im Uber- 
schuB versetzt, gekocht. Der Niederschlag schwiirzte sich all- 
mihlich. Er war an Menge auffallend gering und wusch sich 
sehr schnell mit Ammonnitratlésung aus, auch die Reaktion 
auf Silber verschwand vollig. 

In der gewohnlichen Weise verarbeitet gab er 0,0482 
BaSO, resp. nach Abzug von 0,0055 0,0427, also fiir 100 ccm 
0,0142 in ungefiihrer Ubereinstimmung mit den fiir den Harn 
nach Mohrriibenfiiiterung erhaltenen Werten. Es erhebt sich 
nun noch die Frage: Kénnten nicht die geringen Mengen von 
Schwefelsilber, die der Harn vom Kaninchen bei Ausschlu8 von 
Kohl liefert, doch von Thiosulfat und die soeben erwahnten 
Resultate von nicht vollig gelungener Entfernung der H,S,O, 





1) Diese nahm ich statt der sonst benutzten Salzsdéure, um nachher 
nicht durch massenhafte Bildung von Chlorsilber gestért zu werden. 
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herriihren? Das wére méglich, wenn der Gehalt auBerhalb der 
Grenzen der Nachweisbarkeit lige. Uber die Grenze der Nach- 
weisbarkeit habe ich friiher!) folgendes angegeben: 

«Wiasserige Lésungen von '/10000, ja selbst '/20000 Gehalt 
an krystallisiertem unterschwefligsauren Natron (Na,S,O,—+- 
5 H,O) entsprechend weniger als !/20000 bezw. !/40000 der hypo- 
thetischen unterschwefligen Séure lassen sich bei Anwendung 
von 100 cem Fliissigkeit noch erkennen (némlich durch die 
Destillation mit Salzséure). Bei Anwendung von Harn statt 
Wasser ist der Nachweis nicht ganz so fein, doch kann man 
immerhin !/10000 noch gut erkennen.» 

Diese Angabe habe ich bei neuen Versuchen unter An- 
wendung von menschlichem Harn bestitigen kénnen, aber nur 
wenn dieser auf das ungefihre speziiische Gewicht des Kaninchen- 
harns bei Fiitterung mit wasserreichen Vegetabilien, etwa 1007 
verdiinnt war. 

Es fragt sich nun noch, wie hoch der Gehalt des Harns 
an Na,S,O, sich berechnen wiirde, wenn man annimmt, dab 
der Schwefelgehalt des Silberniederschlages nur von H,S,0, 
herrtihrt. Durchschnittlich sind 0,0151 BaSO, aus dem Ag- 
Niederschlag von 100 ecm erhalten worden. Da nur das eine 
Atom der Thioschwefelséure durch Silber gebunden wird, so 
entsprechen 233 Teile BaSO, 496 Teilen Na,S,O, ++ 5 H,O, also 
0,0151 g 0,0321. Diese Quantitét ware aber nach den friiher 
angestellten und aufs neue betatigten Versuchen sicher nach- 
weisbar gewesen. 

DaB der S-Gehalt des Silberniederschlages mit dem Harn 
der nicht mit Kohl gefiitterten Kaninchen nicht auf einen Ge- 
halt des Harns am Thiosulfat zu beziehen ist, dafiir spricht der 
oben beschriebene Versuch, in welchem nach mdglichster Ent- 
fernung der Thioschwefelsaéure doch noch ein S-haltiger Silber- 
niederschlag erhalten wurde. Liegt die Sache aber so, dann 
bediirfen die oben angefiihrten Zahlen ftir das aus der Thio- 
schwefelsiiure stammende BaSO, und damit auch die Zahl fir 
die Schwefelsdéure, die ja im Filtrat des Silberniederschlages 
bestimmt ist, einer Korrektur, fiir welche ich die Mittelzahl 


') Pfliigers Arch., Bd. 39, S. 213. 
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= 0,0151 fiir das BaSO, aus dem nicht thiosulfathaltigen Harn 
zugrunde lege. 

Es ergibt sich dann folgende Rechnung, die ich fiir die 
Harnquantitaét 1 bei Kaninchen [ ausfiihrlich angeben mdéchte. 

Es wurden gefunden aus 100 cem Harn: 

a) BaSO, aus dem Ag-Niederschlag 0,0633, 

b) » » aus dem Filtrat (Sulfate) 0,3346. 

Von a sind abzuziehen 0,0151 = 0,0482. 
Diese Zahl verdoppelt = 0,0964. Von b ist abzuziehen 0,0482, 
bleiben also 0,2864 BaSO, aus Sulfaten.') 

Danach berechnet sich das Verhiiltnis des Schwefels aus 
Thiosulfat zum Schwefel aus Sulfaten = 1:2,97, wahrend unter 
der Annahme, dai der Schwefel des Ag-Niederschlages nur 
vom Thiosulfat herriihre, das Verhiéltnis zu 1:2,3 berechnet 
worden war. Immer aber ist die Quantitiéit des S des Thio- 
sulfates gegeniiber dem § aus Sulfaten eine recht ansehnliche. 
Nach derselben Rechnung ergibt sich fiir die zweite Harn- 
quantitét desselben Kaninchens aus 100 ccm. : 

a) BaSO, aus Thiosulfat . . . . 0,1206, 
b) » » aus Sulfaten. . . . . 0,3380, 
a:b = 1:2,84 (statt 1:2,14). 
Bei Kaninchen 4 in der Periode der Kohlfiitterung ergibt sich: 
a) BaSO, aus Thiosulfat . . . . 0,1212, 
b) » » aus Sulfaten. . . . . 0,2208. 
a:b = 1,82 (statt 1:1,5). 

Hier betragt also der als Thiosulfat ausgeschiedene Schwefel 
mehr als die Hilfte des in Form von Sulfaten erscheinenden. 

Auch die Zahlen, welche ausdriicken, wieviel von dem 
Gesamt-S in Form von Sulfaten und wieviel in Form von Nicht- 
sulfaten ausgeschieden ist, andern sich ein wenig. Es sind 
danach in den beiden Harnportionen des Kaninchens I, in denen 
simtliche Bestimmungen ausgefiihrt sind, ausgeschieden: 

In Harn 1 58,7 °/o als Sulfat 41,3°/o als Nichtsulfat 
>» » 2 60 °%o » > 40,0 °/o  » > 


') Betreffs der Begriindung dieser Berechnung, vgl. S. 497. 
*) Die Schwefelsdure ist in diesem Fall direkt bestimmt, infolge- 
dessen also nichts abzuziehen. 
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Was die Natur des S-haltigen K6rpers betrifft, aus dem 
sich beim Kochen mit Silbernitratlésung Schwefel abspaltet, 
so wird man wohl nicht fehlgehen, wenn man ihn als Cystin- 
derivat ansieht, wie dies Fr. N. Schultz und Petry schon 
fiir den Korper im Harn angenommen haben, der beim Erhitzen 
des Harns mit alkalischer Bleilosung bei gleichzeitiger An- 
wesenheit von metallischem Zink Bleisulfid bildet. 

Ich kann fiir diese Annahme auch Versuche anfiihren. 

Lost man ein wenig Cystin in Wasser unter Zusatz einer 
kleinen Quantitiit Ammoniak, fiigt 3°/oige Silbernitratlésung hinzu 
und erhitzt zum Sieden (im Becherglsichen auf dem Drahtnetz), 
so tritt sehr bald Bréunung, dann Schwarzung ein. Das ge- 
bildete Schwefelsilber bleibt kolloidal, scheidet sich aber beim 
Ansiiuern mit Salpetersaure ab. Die Gegenwart von Ammoniak 
beférdert die Bildung von Schwefelsilber, ist jedoch nicht er- 
forderlich, sie erfolgt auch, wenn man das Cystin mit Hilfe von 
ein wenig Salpetersiure in Wasser lést. Dadurch wird gleich- 
zeitig die Deutung ausgeschlossen, daf es sich vielleicht gar- 
nicht um Bildung von Schwefelsilber, sondern um Reduktion 
handelt;: denn bekanntlich ist Schwefelsilber sehr viel schwerer 
in Salpetersiiure léslich wie metallisches Silber, zu dessen 
Ausscheidung es in der Salpetersaurelésung gar nicht kommen 
wurde. Versuche mit Rhodankalium, Taurin und Taurocarba- 
minsaéure (als Kaliumsalz) geben negative Resultate. — 

Es erschien mir nun wiinschenswert, die auf S. 497 mit- 
geteilten Zahlen, welche angeben, wieviel in dem thiosulfat- 
haltigen Harn auf den Sulfatschwefel, wieviel auf den Nicht- 
sulfatschwefel!) zu rechnen ist, durch einige direkt angestellte 
Versuche zu kontrollieren, bei denen der Gesamtschwefel und 
die Schwefelsiiure einschlieflich der Atherschwefelsidure be- 





‘) Ich gebrauche diesen Ausdruck nach Analogie des hauptsachlich 
von den Agrikulturchemikern benutzten «Nichteiweif-N> der Kiirze halber 
statt: «Summe des Thiosulfatschwefels und neutralen Schwefels». Da 
iibrigens der «<neutrale Schwefel> auch den Schwefel der Rhodanwasser- 
stoffsiure umfafit, wiirde es sich vielleicht iiberhaupt empfehlen, den 
Ausdruck «neutraler Schwefel> fallen zu lassen und statt dessen «Nicht- 
sulfatschwefel»> zu sagen. Unter «<Sulfatschwefel> verstehe ich natiirlich 
den Schwefel der Atherschwefelsiure mit. 
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stimmt wurden, der Nichtsulfatschwefel ergab sich dann aus der 
Differenz. Auberdem lag mir daran, die betreffenden Werte 
auch fiir den Harn bei Fiitterung mit Mohrriiben zu bestimmen. 
In diesen Versuchen wurde bei der Bestimmung des Gesamt- 
schwefels die Schmelze 3mal mit je 100 ccm Salzsiiure ab- 
gedampft. Bei der Bestimmung in dem nach Kohlfiitterung ent- 
leerten Harn sind die aus den friiheren Versuchen bekannten 
Korrekturen angewendet, bei dem Mohrriibenharn kamen ab- 
solut schwefelsiurefreie Chemikalien zur Anwendung. Zu den 
Versuchen diente ein Kaninchen von 2300 g Korpergewicht. 
Von beiden Futtersorten wurden 600 g gegeben, der Harn 
wurde im Kiifig gesammelt, die Perioden durch Abdriicken des 
Harns abgegrenzt. Die angegebene Harnmenge schlieBt die zum 
Ausspiilen des Schiebkasten angewendete verdiinnte Essigsiéure 
und das Spiilwasser aus. Der Harn war stets alkalisch, dit 
Reaktion nach dem Sammeln des Harns sauer, das angegebene 
Datum bezieht sich auf den vorhergehenden Tag. 


Die Resultate sind in nachfolgender Tabelle enthalten. 
nd 


Harn- | — — SS .. ____ja = 100 
Datum menge a | b | Cc betrigt Bemerkungen 
Gesamt- | aus den) aus 


in ccm] schwefel | Sulfaten Nichtsulfaten . 





} 
2 


" 
11 | 510 | 3,164 | 1,864 | 1,300 
14 | 505 | 0,669 | 0,421 | 0,248 
15 | 500 | 0,622 0,404 | 0,218 
16 | 57 0,538 | 0,328 | 0,210 


Betrachtet man diese Tabelle, so ist das Auffalligste ohne 
Zweifel, dai bei der Fiitterung mit Weifkohl die Quantitit des 
Nichtsulfatschwefels das 5fache des bei Mohrriibenfiitterung 
ausgeschiedenen betrigt; aber auch die Quantitit des Sulfat- 
schwefels ist bedeutend hoher, sodafi die Prozentzahlen fiir den 
Nichtsulfatschwefel bezogen auf den Gesamtschwefel in dem 
nach Kohlfiitterung entleerten Harn nur unwesentlich hoher 
sind, als bei dem Mohrriibenharn. 


— 


1,347 | 1,074 44,2 | am7.8. 9.10.11. 
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Beilaiufig bemerkt stimmen die auf direktem Wege fiir 
den Kohlfiitterungsharn erhaltenen Prozentzahlen des Nichtsulfat- 
schwefels sehr gut mit den durch Addition der Einzelwerte 
auf S. 504 erhaltenen tiberein. 

Die Ausscheidung von Thiosulfat in dem Harn bei Weif- 
kohifiitterung ist nun nicht die einzige Eigentiimlichkeit dieses 
Harns, es ist vielmehr noch eine zweite vorhanden. 

Rubner hat z. T. im Verein mit Niemann und Stag- 
nitta-Ballistreri u. a. nachgewiesen, daB der Harn nach 
Genuf von Blumenkohl, Teltower Riibchen, Rotkohl und Spargeln 
Spuren von Mercaptan (vermutlich Methylmercaptan) enthiilt, 
nachdem Nencki dies fiir den Spargelgenub schon angegeben 
hatte. Es lief sich voraussehen, da dies auch fiir den Kaninchen- 
harn nach Weifkohlfiitterung gelten wiirde. 

In der Tat lift sich das Mercaptan leicht in dem Harn 
der mit Weifbkohl gefiitterten Tiere nachweisen, und es ergab 
sich dabei gleichzeitig ein Faktum, das mir nicht ohne Inter- 
esse zu sein scheint. 

Wenn man den mit Essigsiéure angesiiuerten Harn de- 
stilliert, indem man an das untere Ende des Kiihlrohrs eine 
Rohre ansetzt, die in 3°/oige Quecksilbercyanidlésung taucht, 
so bleibt diese L6sung wasserklar. Die Destillation muB meistens 
abgebrochen werden, weil die Essigsaure allmahlich abdestilliert 
und nunmehr starkes StoBen durch das ausgeschiedene Cal- 
ciumphosphat eintritt. Setzt man nunmehr der Flissigkeit im 
Destillierkolben etwas Salzsaure hinzu und destilliert aufs neue, 
so triibt sich die in dem vorgelegten Kolben enthaltene Queck- 
silbercyanidlésung sehr bald, farbt sich gelb, allmahlich, nament- 
lich wenn man den Kolben bis zum nachsten Tage stehen lift, 
scheidet sich eine gelber, im wesentlichen aus Quecksilber- 
mercaptid bestehender Niederschag aus. Derselbe ist nicht 
rein, sondern enthialt gleichzeitig etwas Schwefel, der allmiéh- 
lich aus dem Kiihlrohr heruntergespiilt wird, und stets auch 
etwas Schwefelquecksilber. Setzt man die Destillation lange 
fort, so wird die Beimischung von Schwefelquecksilber stéarker 
und der Niederschlag erscheint dann nicht gelb, sondern griin. 
Es empfiehlt sich, nicht mehr als 5 cem Salzséure von 1,126 D 
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auf 250 ccm Harn zu nehmen, da sonst die Bildung von H,S 
zu stark wird: aufierdem reicht dieser Zusatz aus, denn wenn 
man den Harn soweit destilliert hat, da in einer frisch vor- 
gelegten Quecksilbercyanidlésung keine wesentliche Bildung von 
Quecksilbermercaptid mehr zu bemerken ist, so verstirkt sich 
diese auch nicht, wenn man nun noch mehr Salzsdéure hinzu- 
setzt!) und weiter destilliert. Zum Nachweis, dafi der ausge- 
schiedene Niederschlag in der Tat im wesentlichen Quecksilber- 
mercaptid ist, wurde der Niederschlag im Goochtiegel abfiltriert, 
ausgewaschen, durch Waschen mit Alkohol und Ather ent- 
wissert, an der Luft getrocknet, und samt dem zum Sammeln 
benutzten Asbest nach Rubner in Isatinschwefelsiiure einge- 
tragen: es trat lebhafte Griinfiirbung ein. Zweckmiibig befreit 
man den Niederschlag vor dem Eintragen in die Isatinschwefel- 
siure durch Behandeln mit Schwefelkohlenstoff nach Fried- 
heim und Michaelis’) von beigemengtem Schwefel. *) 


') Es empfiehlt sich nicht, die Kiihlung abzustellen: in diesem Falle 
fiirbt sich die Quecksilbercyanidlésung im vorgelegten Kolben, indem sie 
sich stark erhitzt, sehr bald schwarz. Ob diese Erscheinung ausschliefh- 
lich auf der Bildung von Schwefelquecksilber beruht oder vielleicht auch 
metallisches Quecksilber beigemischt ist, ist nicht untersucht. 

*) Treadwell, II. Band, vierte Auflage, S. 124. 


8) Eine gelegentlich gemachte Beobachtung mdéchte ich nicht uner- 
wahnt lassen. Als die Quecksilbermercaptid enthaltenden Destillate aus 
4 Versuchen aus je 250 ccm Harn vereinigt und stehen gelassen wurden, 
verlor der Niederschlag mehr und mehr seine gelbe Farbe und wurde 
schlieflich nach 5—6 Tagen vollstindig schwarz. Ahnliches hat auch 
Rubner beobachtet. Bei der Destillation dieses Niederschlages mit ver- 
diinnter Salzséure wurde in der vorgelegten Quecksilbercyanidlésung keine 
Ausscheidung von Mercaptid erhalten. Wie dieses Verhalten zu erkliren 
sel, vermag ich nicht zu sagen, jJedenfalls aber machte es urspriinglich 
den Verdacht rege, daft der anfangs erhaltene gelbe Niederschlag vielleicht 
garnicht Mercaptid sei, sondern eine Doppelverbindung von Quecksilber- 
sulfid und Quecksilbercyanid, analog der bekannten Verbindung von Queck- 
silbersulfid und -chlorid. Daraufhin angestellte Versuche zeigten indessen, 
daB dieser Verdacht unbegriindet war: setzt man zu Quecksilbercyanid- 
l6sung auch nur die geringste Quantitét Schwefelwasserstoffwasser, so tritt 
sofort Braunfarbung ein und keine Gelbfarbung oder Griinfirbung. Dies 
hat, wie ich nachtraglich gesehen habe, Rubner schon angegeben. 
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Aus dem Harn von mit Mohrriiben gefiitterten Kaninchen 
erhalt man kein Mercaptid. 

Das Verhalten des thiosulfathaltigen Harns beim Desti- 
llieren mit Essigsiiurezusatz zeigt, dab ein Verlust von Schwefel 
bei der Bestimmung des Gesamtschwefels nicht zu befiirchten 
ist, dai man vielmehr, soweit sich bisher tibersehen JaBt, in 
der Tat den gesamten Schwefel bei der Bestimmung erhilt. 

Das gleichzeitige Vorkommen von Thiosulfat und Mer- 
captan in dem einen Harn, das Fehlen beider K6érper in dem 
nach Mohrriibenfiitterung entleerten Harn zeigt, daB es sich 
um keinen Zufall handeln kann, vielmehr ein Zusammenhang 
bestehen muf; diesen aufzuklaren, muf weiteren Untersuchungen 
iiberlassen bleiben, vermuten l&Bt sich vielleicht, da’ das 
Thiosulfat im Organismus aus dem primiér gebildeten Mer- 
captan hervorgeht. 

Auch auf die Konsequenzen, die sich aus den mitge- 
teiltlen Tatsachen vielleicht beziiglich der Bildung der Ather- 
schwefelsiure und von Mercapturséuren ergeben, will ich nicht 
eingehen, ehe nicht hierauf beziigliches Beobachtungsmaterial 
vorliegt. Es wird wohl auch noétig sein, manche friiheren Ver- 
suche, bei denen auf die Unterschiede in der Zusammen- 
setzung des Harns bei der Fiitterung nicht Riicksicht ge- 
nommen ist, zu revidieren. 

SchlieBlich noch einige Worte tiber die quantitative 
Bestimmung der einzelnen Formen des Schwefels in _thiosul- 
fathaltigem Harn. 

Die Bestimmung des Gesamtschwefels kann wie ge- 
wohnlich ausgefiihrt werden, ebenso die Bestimmung der 
Schwefelsiiure, also auch die des Nichtsulfatschwefels. Da- 
gegen erheben sich grofe Schwierigkeiten hinsichtlich einer 
gesonderten Bestimmung des Thiosulfats und im Zusammen- 
hang damit des neutralen Schwefels im engeren Sinne, ich 
sage im engeren Sinne, weil vielfach unter den Begriff des 
neutralen Schwefels auch das Thiosulfat subsumiert wird. Man 
konnte versuchen, diese Schwierigkeit dadurch zu umgehen, dal 
man in einer Harnquantitiit die Thioschwefelséure durch Er- 
hitzen mit Salzsiure eliminiert und in dieser den Gesamt- 
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schwefel bestimmt, anderseits dieselbe Bestimmung an dem Harn 
direkt ausfiihrt. Die Differenz wiirde dann als Thiosulfat vor- 
handenen Schwelel ergeben; allein einerseits ist man nicht sicher, 
da®B dabei auch aller dem Thiosulfat angeh6render Schwefel ent- 
weicht, anderseits liefert auch thiosulfatfreier Harn bei starkem 
‘und liingerem Erhitzen, wie es erforderlich wire, Schwefelwasser- 
stoff und schweflige Saure — hauptsichlich wohl von Rhodan- 
wasserstoff herriihrend —, dieser Anteil wiirde also der Be- 
stimmung entgehen. Es bleibt also wohl nichts anderes iibrig, 
als die Bestimmung nach dem erdorterten Silberverfahren. 
Allerdings bedarf es dann einer Korrektur, da auch der thio- 
sulfathaltige Harn einen bei Einwirkung von Silberlisung 
Schwefelsilber bildenden Kérper enthalt, der nicht Thiosulfat 
ist, aber diese Korrektur diirfte nach den angefiihrten Aus- 
fiihrungen auf Seite 503 zu einem wesentlichen Fehler nicht 
Veranlassung geben. Der neutrale Schwefel im engeren Sinne 
ergibt sich dann durch Differenz, indem man von dem Ge- 
samtschwefel den Schwefel des Thiosulfates und der Schwefel- 
siiure abzieht. 


Zusammenfassung. 


1. Der Harn der Kaninchen enthilt bei Fiitterung mit 
Weibkohl regelmabig eine betriachtliche Quantitat Thiosulfat, 
ferner in Bestitigung der Angaben von Kubner Spuren von 
Mereaptan. Der Schwefel des Thiosulfates verhalt sich zum 
Schwefel der Sulfate!) wie 1 : 2,97 bis 1 : 1,82. 

2. Der Harn bei Fiitterung mit anderen Futtermitteln, 
namentlich aber mit Mohrriiben, ist frei von Thiosulfat und 
Mercaptan. 

3. Beim Erhitzen von thiosulfatfreiem Harn mit Silber- 
nitratlésung bildet sich stets eine bestimmbare Quantitaét Schwe- 
felsilber. Der Schwefel abspaltende Kérper kommt auch in 
thiosulfathaltigem Harn neben Thiosulfat vor. Er ist vermut- 
lich Cystin oder ein Cystinderivat. 


') Darunter sind in diesem Fall die Atherschwefelsiuren mitver- 
standen, 
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4. Der sogenannte neutrale Schwefel besteht aus einem 
Anteil, der mit siedender Silberlésung Schwefelsilber bildet — 
man kénnte diesen Anteil vielleicht Cystinschwefel oder Silber- 
schwefel nennen — und einem anderen Anteil, der von kochender 
Silberldsung nicht angegriffen wird. 

5. Der sogenannte neutrale Schwefel ist der Regel nach 
aus der Differenz zwischen Gesamtschwefel und Sulfatschwefel 
zu ermitteln, bei thiosulfathaltigen Harnen ergibt diese Bestim- 
mung aber nicht den neutralen Schwefel im engeren Sinn, 
sondern die Summe des neutralen Schwefels und Thiosulfat- 
schwefels, die ich Nichtsulfatschwefel zu nennen vorschlage 
in Analogie mit dem von den Agrikulturchemikern eingefiihrten 
Ausdruck Nichteiweifstickstoff. 

6. Da die ohne besondere Vorsichtsmafregeln herge- 
stellten Harndestillate stets — auch bei Menschenharn — mehr 
oder weniger schweflige Siure enthalten, mui dieser Umstand 
beim Nachweis und mehr noch bei der quantitativen Bestim- 
mung der Ameisensdure beriicksichtigt werden. 





i 
| 





PaerenEtmanerenmee: 


Eine Bemerkung aus AnlaB der Arbeit von L. J. te Groen 
in dieser Zeitschrift, Band 89, H. 1—2. 
Von 
E. S. London. 


(Der Redaktion zugegangen am 12, Februar 1914.) 


Der Verfasser der oben zitierten Mitteilung hat zwei parallele 
Versuchsreihen einer Sekretionserregung der Schleimhaut einer isolierten 
Darmschlinge angestellt, die eine mit einer Lésung von cholalsaurem 
Natrium allein, die zweite mit einer Lésung von cholalsaurem Natrium 
unter Zusatz von Stirke. Es erwies sich hierbei, dafi im zweiten Falle 
2 ccm Darmsaft, mit 5 ccm einer 2°/oigen Stairkelésung vermischt, im 
Verlaufe einer Stunde bei 37° C, eine ca. 1'/e—2 mal grifere Zuckermenge 
aus der Stirke abspaltet als im ersten Falle. Hieraus zieht Verfasser 
den Schluf, daf} der Darm die Fahigkeit besitzt, seinen Fermentbestand 
der Natur des Erregers zu adaptieren, so weit es die Enteroamylase 
betrifft. 

Ks ist wohl kaum anzunehmen, dafs der Verfasser nicht in Riick- 
sicht gezogen hat, dafs hierbei die Menge des Saftes von Bedeutung ist, 
welche in beiden Fallen auf die Reizung ausgeschieden worden ist; dah 
die Gewifheit vorliegen muf fiir das Uberwiegen der Amylase iiber die 
anderen Fermente des Darmsaftes, daf das Uberwiegen der Amylase nur 
erfolgt bei Anwendung von Kohlenhydraten als Nahrungsreizmittel. 

Hat der Verfasser tatsaichlich diese Umstiinde beriicksichtigt und 
in seiner Arbeit blof nicht erwaéhnt, so hat der von ihm gezogene Schlub 
eine grofte Bedeutung, da er in Widerspruch steht zu fast allen derartigen 
Untersuchungen der letzten Zeit. 
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Der Liste der bekannten Nahrungsbestandteile: der Eiweife, Fette, 
Kohlehydrate, Purine, Lipoide und Salze ist durch die eifrige Arbeit einer 
Reihe von Naturforschern ein neuer Baustein hinzugefiigt worden in Gestalt 
der Vitamine. Diese Substanzen sind stickstoffhaltige, sehr kompliziert 
gebaute krystalline Kérper, die chemisch einer ganz neuen Gruppe an- 
gehéren; sie lassen sich durch gewisse Fallungsmittel abscheiden.... 
Aber schon jetzt sind diese miihsam eroberten Erkenntnisse von grofer 
Bedeutung fiir die Pathologie des Stoffwechsels, Ist es doch fiir die Physio- 
logie eine ganz neue Tatsache, daB durch das Fehlen gewisser Substanzen 
in der Nahrung manche mit konstanten Symptomen verlaufende Krank- 
heiten und sogar der Tod herbeigefiihrt werden kann, obwohl es der Nahrung 
weder an Kalorien noch an Stickstoff und Salzen gemangelt hat. 

Die mit einer auherordentlichen Literaturkenntnis 
dieses schwierigen Gebietes zusammengestellte Arbeit wird 
durch ihren reichen Inhalt sowohl als auch die klare und 
exakte Darstellung ihren bleibenden Wert behalten. 
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